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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na pouziti metody ISSR pro studium genetické
diverzity fepky olejné (Brassica napus L.). Celkem bylo hodnoceno 180 genotypt.
Jako vstupni material byly pouzity zmrazené listy fepky tii Slechtitelskych stanic:
1/ Slechtitelska stanice Selgen a.s., 2/ OSEVA PRO s.r.0. a 3/ Slechtitelskd stanice
Slapy u Tabora. Izolace DNA byla provedena metodou CTAB podle Williamse
modifikovanou pro fepku. Pro metodu ISSR byly vybrany 4 UBC primery, které
vykazovaly vysokou variabilitu a stabilitu. Analyza probihala pomoci gelové
elektroforézy. V praci je rovnéz zahrnuto porovnani gelové a Cipové elektroforézy.

Vysledkem prace jsou matice podobnosti mezi jednotlivymi odridami, které

byly poskytnuty zpét Slechtitelim jako podklad pro dalsi Slechténi.

Klicova slova: Brassica napus, metoda ISSR, UBC primer

Summary

This thesis is based on the use of ISSR method for studying genetic diversity
of oilseed rape. Altogether, 180 genotypes were evaluated. Frozen leaves of oilseed
rape from three breeding station called: 1/ breeding station Selgen a.s., 2/ OSEVA
PRO s.r.o. and 3/ breeding station Slapy u Tabora were used as imput material.
DNA isolation was performed by Williams, who modified CTAB method for oilseed
rape. We selected for ISSR 4 UBC which showed high variability and stability. The
analysis was performed by gel electrophoresis. This thesis is also focused on
comparison of gel electrophoresis and chip electrophoresis.

In this thesis We show a matrix of simmilarity between varieties. The results

were also provided back to breeders as a basis for further breeding.

Key words: Brassica napus,ISSR method, UBC primers
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1. Uvod

Brukev fepka olejka (Brassica napus L. subsp. napus) je celosvétové druhou
nejpdstovandjsi olejninou za séjou a v Ceské republice nejpdstovanéjsi olejninou
s osevni plochou cca 400 tisic hektard. U nas je zaroven druhou nejpéstovanéjsi
plodinou po pSenici a to diky dosazeni vysokych hektarovych vynost a Sirokému
uplatnéni fepkového semene. Vyuziva se jak v krmivafstvi, v potravinafském
prumyslu, v chemickém prumyslu, tak i jako obnovitelny zdroj energie.

Kvili intenzivnimu Slechténi se snizuje geneticky zaklad tepky, ktery je
velice dulezity pro kontinuitu druhu, vyrovnanim se s nepfiznivymi podminkami a
celkové zachovani druhu. Zaroven klesa mira genetické diverzity u genetickych
zdrojl, proto dochazi ke zvySeni obtiznosti identifikace odriid a problematické
je i ziskavani genetickych zdroji pro nové Slechtitelské cile.

Diive byly pro odhad genetické variability pouzivané morfologické znaky,
které v dusledku rostouciho poétu odrid nestacily pro jejich identifikaci. Dnes jsou
nejcastéji  vyuzivané molekularni markery, které presné detekuji DNA
polymorfizmy. Zaroven se neustile vyvijeji nové techniky, které vyhodnoti
genetickou variabilitu rychleji a levnéji.

K nejvétsi revoluci pfi zkoumani rostlinného genomu doslo v poslednich
desetiletich u DNA markerti, kam fadime RFLP, DNA Ccipy, a c¢astéji pouZivané
DNA markery zalozené na PCR, kam fadime napiiklad AFLP, SNP, SSR nebo
napiiklad ISSR.

Diky vyvoji PCR metody vzniklo velké mnozstvi markerovacich technologii,
kter¢ byly vytvofeny i molekularni mapy pro hlavni druhy rodu Brassica.
Pro studium genetické variability a variability organismu je vyhodné pouzit
ISSR metodu, ktera ma sice nizkou reprodukovatelnost, je vSak technologicky malo

naro¢na a neni potieba predchozi znalost genomu.



2. Literarni piehled

2.1. Taxonomické zarazeni:

Brukev fepka olejka je fazena do jedné z nejvyznamnéjSich celedi fadu
Brassicales a to Brassicaceae, obsahujici vice nez 330 rodu a ptiblizn¢ 3700 druhu.
Ty zahrnuji plodiny, jako jsou Brassica oleracea (brukev zelnd), Brassica napus
(brukev tepka), Armoracia rusticana (kien selsky), dale okrasné plodiny jako
Lunaria (mésicnice), Iberis (Sténi¢nik), Aubrieta (taficka), Arabis (husenik) a
V neposledni fadé rostliny pouzivané jako modelovy organismus jako naptiklad
Arabidopsis thaliana (husenicek rolni) nebo Arabidopsis lyrata (Schmidt a Bancroft,
2011). Nejvyznamnéj$i rod celedi Brassicaceae (brukvovité) je rod Brassica
(brukev), do kterého tadime druh Brassica napus - brukev fepka (Vasak, 2000).

Brukev fepka se dale déli na dva poddruhy: Brassica napus subsp. napus
(brukev fepka olejka) a Brassica napus subsp. napobrassica (Brassica napus subsp.
rappera Metzer, brukev fepka tufin - kolnik).

(Baranyk a kol., 2007)

Zarazeni druhu:

RISE - Plantea (Rostliny)
ODDELEN{ - Magnoliphyta (Krytosemenné)
TRIDA - Rosopsida (Vyssi dvoudélozné)
RAD - Brassicales (Brukvotvaré)
CELED - Brassicaceae (Brukvovité)
ROD - Brassica (Brukev)

DRUH - Brassica napus (Brukev fepka)

(Hejny a Slavik, 2003)



2.2.  Produkce repky

Repka olejka je na druhém misté ve svétové produkci olejnin s pfibliznou
produkci 55 miliond tun semen (Baranyk a kol., 2010). Celosvétové nejpéstované;si
olejninou je soja s produkei 326 miliond tun v roce 2016 (Stranc a kol., 2016).

Nejvétsim producentem a posléze i zpracovatelem fepky je Evropskd unie
S produkci 19 milionti tun. Druhym nejvétsim producentem ftepky je s produkci
12 miliont tun Cina. Ta vSak z hlediska obchodu nehraje vyznamnou roli. Ttetim
nejvyssim producentem fepky je Kanada, ktera je naopak se svou produkci
10 - 11 miliont tun nejvétsim svétovym exportérem této plodiny, proto vyznamné
ovlivituje cenu. Dalsi producenti jako jsou Austrdlie nebo USA jsou spiSe
prilezitostnymi exportéry (Baranyk a kol., 2010).

V Ceské republice jsou olejniny cenné plodiny, protoZe fada z nich patii ke
zlepsujicim. Pouzivaji se jako prerusovace osevnich sledli, Casto pretizenych
obilninami. Zcela nejvyznamngjsi olejninou v Ceské republice je fepka olejna
v ozimé formé. Procentudlni zastoupeni olejnin u nas je znazornéné na grafu ¢. 1.

Z n¢j je patrné, Ze fepka olejna je nejpéstovanéjsi olejninou (Baranyk, 2016).

Mak sety €N 5632{70"31")"
Hof&ice bila 6,9% 4%
3,4%

Sluneénice roéni
3.6%

Sdéja lustinata
2.2%

Repka olejna
83,6%
Graf ¢. 1: Primé&mé skliziiové plochy olejnin v CR v letech 2014 - 2016 (Baranyk,
2016)

2.2.1. Vyznam péstovani repky

Repka olejna se nejvyznamnéji uplatiiuje ve étyfech odvétvich:
1. Krmivaistvi (extrahované Sroty, pokrutiny)
2. Potravinafstvi (surovina v lidské vyzive)
3. Oleochemie (fepkovy olej jako surovina v chemickém prumyslu)
4

Zdroj obnovitelné energie (Baranyk a kol., 2007).
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2.3. Péstitelska charakteristika repky ozimé

Repka olejna se v mirném pasmu péstuje ve dvou forméach: ozimé a jarni.
Jarni fepka, nebo spise jeji piibuzna jarni fepice, se péstuje v Ciné a v jihovychodni
Asii, nalezneme ji vSak také ve Finsku, Rusku (Baranyk a kol., 2007) nebo také
Vv drsnéjsich oblastech Kanady. V roce 1987 rapidné€ vzrostla produkce a vyuziti jarni
fepky (nazyvana canola) v Kanadé¢ (Shahidi, 1990). Ozima forma pievaZzuje
Vv zapadni a stfedni Evropé (Baranyk a kol., 2007).

V nasich podminkdch je vegetacni doba ozimé fepky 300 - 340 dnt
(nejcastéji 320 - 330). Vyjimkou jsou pouze mista s nadmoiskou vyskou nad 600 m,
kde miZe byt vegetaéni doba i cely rok (Vasak, 2000). Repka se rozsifila do viech
vyrobnich oblasti Ceské republiky, ale nejvhodngjsi oblast pro péstovani fepky je
oblast bramborafskd a fepatska. V kukufi¢nych oblastech situovanych v nizSich
nadmoiskych vyskdch na bohatSich pidach je fepka vystavovana chorobam a
Skidciim. Teplotn€ nejvhodnéjs$i mista pro péstovani fepky se uddvaji oblasti
s primé&rnymi roénimi teplotami 6,5 - 8,5 °C a thrnem srazek 550 - 750mm. (Bec¢ka
a kol., 2007). Nejlépe se fepce daii v pudach dostate¢né zasobenych humusem,
hoté¢ikem a vapnikem. Optimalni ptidni pH pro rist fepky je 6 - 6,5 (Baranyk, 1994).

Jako naprosto nevhodné prostiedi pro péstovani fepky se udavaji ptidy, které
jsou na jafe nebo podzim dlouhodobé zamokiené, na utuzenych pozemcich nebo na
lokalitach s holomrazy pod - 15 °C (Be¢ka a kol., 2007).

Pro rovnomérné vzejiti je nutné pii setbé na konci srpna veétsi mnozstvi
srazek. Po vytvofeni Ctyf praporcovych listl je prospéSné sussi a chladnéjsi po€asi, to
napomaha k vytvotreni bohatého kofenového systému.

Béhem zimnich dnd jsou vhodné mirnéjsi teploty, rostliny vSak snéseji i
kratkodobé sniZeni teploty na - 20 °C. Pfi nizkych teplotach je dilezitd sn&hova
ptikryvka, ta umoznuje péstovani fepky v drsnéjsich a vyssich polohach.

Obzvlaste Skodlivé je stiidani teplot v piedjaii. V téchto mésicich dochazi
k pohybuim ptidy, kdy jsou slabé zakofenéné rostlinky vytahované z pady, poskozeny
a nasledn¢ napadeny houbovymi chorobami.

Diulezity prabéh teplot je v obdobi butonizace. Pokud je vtomto obdobi
nadmérné chladno, dochazi k opadani poupat a kvétl, tim se snizuje pocet Sesuli a

nasledné vynosu (Baranyk, 1994).
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2.4. OdliSnosti jarni repky

Jarni fepka zaujima v Ceské republice daleko méné& plochy nez fepka ozima a
to hlavné kvuli kolisavym vynosim a pozdni sklizni. Jarni fepka dosahuje zhruba
polovinu vynosu v porovnani s fepkou ozimou. Je vSak pouZivana jako vhodna
alternativa za fepku ozimou (Baranyk a kol., 2007). Naptiklad v roce 2011 byla
v Ceské republice vynosova troven jarni fepky od 0,7 — 3,1 t/ha a celkové bylo
sklizeno okolo 2500 tun (Svachula a kol., 2011).

Vhodny mésic pro seti jarni fepky se udava konec tnora, poptipad¢ zacatek
bfezna. Je nutné jeji v€asné zaseti, protoze je daleko citlivéjsi nez fepka ozima a
na zpozdéni v seti reaguje snizenym vynosem. Osivo je ucelné mofit a vzchazejici

rostliny je nutné chranit proti diep¢iktim insekticidy (Baranyk a kol., 2007).

2.5. Cytogenetika fepky

Brassica napus je allotetraploid odvozeny z hybridizace B. rapa a
B. oleracea, kdy uzky vztah B. napus a B. rapa vede Kk obtiznému rozeznani. Diky
rozdilnému poctu chromozomti lze tyto dva druhy spolehlivé rozlisit (Luijten a Jong,
2010).

Na obrazku ¢. 1 je zobrazen trojuhelnik kiizeni mezi druhy rodu Brassica,
ktery je velmi uZiteny pro feSeni otazek genomové evoluce u polyploidi. Sklada se
ze tii diploidnich druht Brassica nigra (2n= 16), Brassica rapa (2n= 20) a Brassica
oleracea (2n= 18). Tii druhy jsou alotetraploidni, a to Brassica carinata (2n= 34),
Brassica jucea (2n= 36) a Brassica napus (2n= 18). Tyto druhy vznikly kiizenim
mezi tfemi diploidnimi druhy a naslednému zdvojovani chromozomu (Liu a Wang,
2006). Jako prvni vytvofil toto schéma evoluce brukvovitych rostlin (fepky)
vroce 1935 korejsky botanik U pracujici v Japonsku, proto je tento trojuhelnik
zndmy jako ,triangle of U* (Luiten a Jong, 2010).

Mapovaci studie ukdzaly, Ze jaderny genom B. napus zlistal od svého vzniku
Vv podstaté nezménén (Liu a Wang, 2006).

Kf¥izeni parentalnich druhti je velice obtizné, kdy vlivem endospermu dochazi

k aborci zarodku. Pomoci embryokultur 1ze ziskat syntetické formy této plodiny, a to

12



kiizenim diploidnich rodi¢ti, naslednym pouzitim Kolchicinu na potomstvo a
kiiZzenim autotetraploidnich forem rodici.
B. napus je obecné samosprasna (autofertilni), zatimco jeji rodicovské druhy

maji uCinny systém sporofytické inkompatibility (Vasak, 2000).

B. nigra
n=8
BB

B. napus
n=19
AACC

Obr. ¢. 1: Kfizeni rodu Brassica (Liu a Wang, 2006)

13



2.6. Slechténi v CR

Péstovani fepky a jeji odriidovou skladbu v Ceské republice lze rozdélit
do né€kolika zakladnich etap: obdobi klasickych odrud, obdobi bezerukovych odrid
(,,0 odrada), obdobi bezerukovych odrid s nizkym obsahem glukosinolatt (,,00%
odrid). Vyvoj odridové skladby je ur€ujici pro rozsifeni fepky v zemé&délské praxi.
Slechtitelsky pokrok u fepky olejné v Ceské republice je znazornén v tabulce ¢. 1

(Baranyk a kol., 2007).

2.6.1. Obdobi klasickych odriid

Do 50. let 20. stoleti byla fepka malo proSlechténa a jeji olej se pouzival
predevsim ke sviceni, mazani stroji, poptipadé jinym primyslovym ucelim. Jako
krmivo pro hospodaiskéd zvifata se fepka pouzivala pouze ziidka kvili vysokému
obsahu glukosinolatti a vysokému obsahu kyseliny erukové.

V této dobé byly péstovany nejcastéji odridy némeckého, kanadského ci
holandského ptivodu, poptipad¢ ¢eské krajové odrady.

Jako prvni ¢eska odrida ozimé formy byla zapsana v roce 1941 do Listiny
povolenych odrid Trebi¢skd odrida, vySlechténd na Slechtitelské stanici Stranecka
Zhot. Jako druha odriida byla zapsana v roce 1946 odriida Slapska, vySlechténad ve
Slechtitelské stanici Slapy. Obé odrady byly vyslechtény z krajovych odrad
prislusnych oblasti.

Konec péstovani fepky ozimé s vysokym obsahem kyseliny erukové je
datovano na rok 1982. Péstovani jarni formy fepky neptesdhlo nékolik tisic hektart

(Baranyk a kol., 2007).

2.6.2. Obdobi ,,0“ odrid

Hlavnim omezujicim faktorem pro pouziti fepkového oleje v lidské vyzive
byl vysoky obsah kyseliny erukové (Plieske a Struss, 2001). S odridami
poskytujicimi novy typ oleje neobsahujici kyselinu erukovou se fepkovy olej stal

vyznamnym stolnim olejem a surovina pro dalsi vyrobky, jako jsou majonézy nebo
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ztuzené tuky. Bezerukové odrudy se vsak stale neuplatnila ve vyzivé hospodarskych
zvitat vzhledem k vysokému obsahu GSL.

Sortiment ,,0 odrdd byl na nasem uzemi pivodné tvofen zahrani¢nimi
odridami, kdy prvni zapsanad odrida byla Primor z Francie. Prvni ¢eskou odridou
byla Silesia z Vyzkumného ustavu olejnin v Opavé registrovana vroce 1983.

Jarni formy ,,0° odriid nebyly na nasem uzemi registrovany (Baranyk a kol., 2007).

2.6.3. Obdobi ,,00% odriid

Dalsi faktor, ktery branil plnému zhodnoceni fepkového semene, byl vysoky
obsah glukosinolati. Glukosinolaty (hoi¢iny) plisobi negativné na zdravi zvifat, kdy
dochazi nejCastéji k poSkozeni jater. Tento problém byl vyfeSen vySlechténim
bezerukovych odrid s nizkym obsahem glukosinolatt.

Prvni ,,00“ odrida zapsana do Statni odridové knihy (SOK) v Ceské
republice byla odriida fepky jarni Loras vySlechténa v Némecku. Jako prvni ,,00
odriida ozimé fepky na naSem Uzemi byla do SOK zapsana francouzska Darmor
vroce 1989. Prvni ¢eska ,,00“ odrida byla odriida vySlechténa v Opavé — Sonata
v roce 1990 (Baranyk a kol., 2007).

Tabulka ¢. 1: Strucny piehled Slechténi fepky (Baranyk, 2007; Hajkova, 2006)

Obdobi (pribliZzn€) Charakteristika odriid Vyuziti
Do roku 1975 ,EG* odridy snevyhovujici | Malé mnozstvi vyuziti;
kvalitou — wvysoky obsah | olej hlavné pro technické

kyseliny erukové (KE) v oleji | ucely
a glukosinolati (GLS) ve

Srotu
Roky 1975 — 1985 ,0“ odridy se snizenym | RozSifeni pro
obsahem KE (do 5%), ale | potravinaiské vyuziti,
vysokym obsahem GSL prakticky bez
krmivaiského  uplatnéni,
zvySeni osevnich ploch
Rok 1985 - ,00“ odridy s minimalnim | Bezproblémové
soucasnost obsahem KE a nizkym | potravinaiské vyuziti,

obsahem GSL (zprvu do 30 | pfidani Srotd a vyliski do
umol/g semene, od r. 2005 do | krmnych smési, zvySeni
18 umol/g semene v osivu) osevnich ploch

Od roku 1995 Rozsifeni hybridnich odrad | Stejné pouziti jako ,,00%
(nejdfive na bazi systému | odrudy, avSak uplatnéni
MSL Lembke, pozd¢ji | heterozniho  efektu v
OguINRA) podobé vysSich vynost,
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obecné¢ lepSi  odolnost
rostlin proti stresim

Od roku 2000 Vykonné  liniové  odrudy | Narist osevnich ploch,
svelmi nizkym  obsahem | Slechténi odrtd se
GLS, nové trendy — zménéna | ,,specidlnim slozenim*

skladba mastnych  kyselin | olejli, potravinaiské ucely,
v oleji, Zlutotemenné odriidy, | MERO pro vyrobu
trpasli¢i odrady, vyuziti GM | bionafty, tolerance
biotechnologii atd. K herbicidim,

mrazuvzdornost, odolnost
vici chorobam a skiidclim

Soucasnost HEAR Repky se specifickym
HiOL sloZzenim mastnych kyselin
HOLL vyuzitelné jak
HOLP V potravinaiském
HELP pramyslu, tak zejména
V chemickém primyslu
Soucasnost ve svété Transgenni fepka Nepovolena péstovat v CR

Jednou z mnoha oblasti
zajmu je tvorba herbicid
tolerantnich odrad

2.7. Typy odrid
Repka olejna se muZe vyskytovat ve dvou typech odrid: liniové a

vvvvvv

efekt v F1 generaci, u liniovych odrid se pro tvorbu odrid vyuzivd samoopylovani.

2.7.1. Liniové odridy

U liniovych odrid kazdd linie pfedstavuje potomstvo od jedné rostliny
po homozygotizaci (opakovaném samoopylovani). Proto se odridy liniového typu
Slechti pfevazné u samosprasnych rostlin.

U tohoto typu odrid dochazi po opakovaném samoopylovani ke vzniku
homozygotni Cisté linie, ktera byva homogenni a nevyznacéuje se zadnou genetickou
variabilitou. Geneticka variabilita uvnitf linii existuje pouze u vzacné se objevujicich
mutaci nebo pii cizospraSeni, po kterém vznikaji rekombinace, které zvySuji
heterozygotnost (Ehrenbergerova, 2014).

V Ceské republice jsou registrované liniové odriidy fepky olejné jak ozimé

tak jarni formy. Liniové odridy jsou ¢asto rizného typu - zizené populace, pyloveé
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fertilni linie nebo naptiklad dihaploidi. Jejich péstovani se fidi obvyklou
agrotechnikou (Zehnalek a kol., 2008).

Pro vytvofeni novych liniovych odrid je potfeba nejdiive kiizit dvé
rodi¢ovské odrudy (ptivodu linie). U F1 generace je ziskand nova frekvence gentl,
ktera je zachovana do dalSich generaci, dokud neni provedena selekce. Nejvice
genovych rekombinaci je v F2 generaci. Pokud si rodi¢e pouziti ke kiizeni byli
podobni, dochazi ke vzniku nové liniové odridy diive nez u rodicu lisicich se od
sebe. Pro pfihlaSeni linie do zkousek pro registraci odriid se pouZzivaji generace F7-

F10 (Ehrenbergerova, 2014).

2.7.2. Hybridni odridy

U hybridnich odriid se vybiraji rodicovské komponenty tak, aby po kiizeni
poskytly pozadovany vynos a VF1 generaci schopnost dat heter6zni efekt.
Nevyhodou u hybridniho osiva je snizujici se vynos po piemnozovani do F2 a
dalsich generaci, proto je nutné kazdy rok vyrabét nové osivo F1 hybrida
(Ehrenbergerova, 2014).

Prvni hybridni odridy fepky ozimé byly do SOK zapsany koncem 90. let, kdy
se jednalo 0,,00* materialy (Vasak, 2000).

V Ceské republice se hybridni fepka péstuje na provoznich plochach od roku
1998. V dnesni dobé je o péstovani hybridni fepky daleko vétsi zajem, kdy nékteré
péstuje hybridni fepka a z10% liniové odridy fepky. Toto zastoupeni kolisa
Vjednotlivych  regionech, niz§i podil hybridd se nachdzi naptiklad
v severozapadnich, zapadnich a jiznich Cechach (Baranyk a kol., 2017). Pii
péstovani hybridni fepky je nutné zohlednit heterdzni efekt, ktery neni vyuzivan

u béznych liniovych odrud (Baranyk, 2013).

Vyhody hybridnich odrid:
1. Vysoky vynos semene
2. Vysoka tolerance k horku a suchu, ziroven vysokd zimovzdornost, nizka

citlivost k neptiznivému pocasi
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3. Rychlejsi a mohutnéjsi narust béhem podzimni vegetace (Baranyk a kol.,
2017).
Nevyhody hybridnich odrud:
1. Vyssi naroky na péstitelské podminky
2. Drazsi osivo

3. Nutnost 100 % obmény osiva

2.8. Geneticka diverzita

Biodiverzitu mizeme rozdélit na biodiverzitu na trovni ekosystému
(spolecenstvi druhii a jejich prostfedi), na Grovni druhu (druhové bohatost) a
na biodiverzitu na genové Urovni (variance genll a genotypu), kterd se jinak také
nazyva geneticka diverzita (Rao a Hodgkin, 2002).

Na zemi se vyskytuje okolo 391 tisic cévnatych rostlin (Kew, 2016). Avsak
295 % je potravinova bezpecnost lidstva zavislda na pouhych tficeti hlavnich
plodinach. Z toho 60% lidské potravy tvoti Ctyii zakladni potraviny: ryze, pSenice,
kukufice a brambory. Diky zavislosti na pomérné¢ malém poctu plodin je zasadni
zachovat vysokou genetickou rozmanitost. Rostliny se museji vypofadat s rostoucim
stresem, ktery mize byt zapti¢inény nepiiznivymi podminkami, jako jsou sucho,
zaplavy, zasoleni nebo Spatna puda a extrémni teploty (FAO, 2018). Geneticka
riznorodost plodin je nejvice dana piivodem jednotlivych druhii (Chloupek, 2000).

Genetickd diverzita mad zasadni vyznam pro kontinuitu druhu, protoZe
poskytuje nezbytnou adaptaci na prevladajici biotick¢é a abiotické podminky
prostiedi. Zarovenn odhaluje rozsah genetickych variaci existujicich v rostlinnych
populacich (Caliskan, 2012).

Diky dostupnosti molekuldrnich markert vyuzivajicich PCR metody je
umoznéna analyza a vyhodnoceni genetické diverzity a zaroven je mozné detekovat
geny ovlivnujici jeji ekonomicky diilezité vlastnosti (Caliskan, 2012).

Genetické diverzita vznikla a stale vzniké rekombinacemi a mutacemi. Lze ji
posuzovat na trovni sekvence DNA, genomd, jedinct, populaci a na Grovni tzv. gene

pool (genetickych rezervoart) (Graman a Curn, 1998).
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2.8.1. Geneticka diverzita Fepky olejné

Repka olejna je pomémné mlady druh, ktery vznikl v omezené zemépisné
zdroju oleje. Nicméné omezeny zemépisny rozsah a intenzivni péstovani fepky vedly
k zaZeni genetického zakladu. Geneticky fond elitniho reproduk¢éniho materialu byl
dale ztzen diky Slechténi zamétfené na specidlni olej se specifickymi vlastnostmi
(Hasan a kol., 2006). Pro rozsiteni genetického zakladu je dulezité, stejn¢ jako
u jinych plodin zhodnoceni ptivodnich materiald. V soucasné dobé je k dispozici fada
metod pro analyzu genetické diverzity. Diive se metody opiraly hlavné
0 rodokmenové, morfologické, o agronomické vykonnosti a biochemické udaje. Tyto
markery byly uspéSné, jejich nevyhodou vsSak bylo pocetni omezeni a casova
naroc¢nost. Proto se pfeSlo k pouzivani molekuldrnich markerd, které jsou
povazovany za nejlep$i néstroje pro stanoveni genetickych vztahti jakychkoliv druhii
(Abbas a kol., 2009).

Pro zjisténi genetického zalozeni byly vyvinuty rizné systémy molekuldrnich
markerd. Programy pro péstovani fepky vyzaduji efektivni, reprodukovatelnou

markerovou platformu, ktera je vhodna pro celkovou genomovou analyzu (Raman a

kol., 2012).
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2.9. Vyuziti molekularnich markeru

Pro studium genetické rozmanitosti plodin se v poslednich letech stale Castéji
vyuzivaji molekularni markery. Neustale se vyvijeji techniky, které pfesnéji, levnéji
a rychleji vyhodnocuji genetickou variabilitu. Existuje né€kolik typtu markert:
morfologické (tvar rostliny nebo barva) a molekularni markery zahrnujici proteinové
(napriklad izoenzym) a DNA markery, zalozené na odlisnostech v sekvenci (Kumar
a kol., 2009). Srovnani odlisnych typt genetickych markert je v tabulce €. 2.

Morfologické markery byly pouzivané v minulosti naptiklad Johannem
Georgem Mendelem nebo Thomasem H. Morganem. Byly pouZivané aZ do SirSiho
nastupu technik proteinovych/biochemickych a molekularnich/DNA markert.

Proteinové markery jsou produktem genové exprese. Odlisné alely koduji
odliSné¢ aminokyselinové sekvence, které udavaji odliSnou velikost nebo
biochemickou charakteristiku proteinli, ktera muze byt pozorovatelna pomoci

elektroforézy. Prikladem proteinového markeru je izoenzym (Koh a kol., 2015).

Tabulka ¢. 2: Srovnani odlisnych typti genetickych markert (Koh a kol., 2015)

Typ Vyhody Nevyhody Piiklady
Vysoka zavislost na
Jednoduché testovani environmentalni
Morfologické faktf{ry, -
Obtizna analyza
Lo o Barva, tvar, atd.
markery kvantitativnich znakd
Levné Obtizné urceni
heterozygotl
Limitovana dostupnost
s Testované vzorky musi
Nizkd cena byt v dobrém stavu
Proteinové markery Kodominanci Limitovana dostupnost I70enzvm
Mensi zavislost na o . y
. . Nestabilni material
environmentalnich (proteiny)
faktorech P y
Nepotiebujeme Nékladné a ¢asove
DNA markery informaci o sekvenci naroéné
zaloZené na Kodominanci Pouziti %zotopﬁ RELP
T : Nezavislé na fakto Vyzaduje velke
hybridizaci g vy mnozstvi DNA
p Obtizné automatizovat
Vyzaduje nizké Vyzaduje drahé SSR
mnozstvi DNA vybaveni
DNA markery Rychlé a snadné AFLP
., testovani .
zalozen¢ na PCR Vysoka ptesnost Vyzadu].e informace o RAPD
—— sekvenci
Nezavislé na faktory
o SNP
prostiedi
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2.9.1. DNA markery

U DNA markerti doSlo v poslednich desetiletich k revoluci ve vyzkumu
rostlinného genomu (Snowdon a Friedt, 2003). DNA markery se pouzivaji
pro odhaleni polymorfismu a Vvdne$ni dobé je jejich pouzivani nezbytné
pro péstovani hlavnich plodin.

DNA molekuldrni markery rozdélujeme na dva typy. Prvnim typem jsou
markery, které jsou zaloZené na principu hybridizace, kam fadime RFLP (Restriction
Fragment Leinght Polymorfism) a DNA <¢&ipy (Koh a kol.,, 2015). DNA je
vizualizovana hybridizaci DNA $tépené restrikénimi endonukledzami na znacenou
probu, coz je DNA o znamé sekvenci. (Kumar a kol., 2009)

Druhym typem jsou markery zalozené na PCR (Polymerase Chain Reaction),
kam fadime techniky RAPD (Radom Amplification of Polymorfic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorfism), SNP (Single Nucleotid Polymorfism)
a SSR (Simple Sequence Repeat). Mikrosatelitovy DNA marker je nejcastéji
pouzivany diky jednoduchému pouziti PCR a nasledné fragmentacni analyze
(poptipadé elektroforéze), ktera stanovi velikost alel (Koh a kol., 2015). Markery
zalozené na PCR zahrnuji in vitro amplifikaci specifickych DNA sekvenci
nebo lokusit  pomoci  specificky nebo libovolné  vybranych  primerd
(oligonukleotidovych sekvenci) a termostabilni DNA dependentni DNA polymerazy.
Amplifikované fragmenty jsou separovany pomoci elektroforézy (gelova, Cipova,
kapilarni, ...) a jsou detekovany riznymi metodami (Kumar a kol., 2009). Porovnani
DNA markert je v tabulce €. 3.

Diky tomu, ze se v prubéhu poslednich let rozvinuly metody PCR, vzniklo
velké mnoZstvi novych markerovych technologii DNA, které umoznily vytvafeni
molekularnich map pro vSechny hlavni druhy Brassica. Od roku 2000 se velmi ¢asto

vyuziva celogenomové sekvenovani plodin (Snowdon a Friedt, 2003).

Vlastnosti DNA markeri:
1. Polymorfni povaha (polymorfismus je méfitkem genetické diverzity)
2. Kodominantn¢ dédi¢ny: stanoveni homozygotnich a heterozygotnich

stavll diploidnich organismu
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Casty vyskyt v genomu (marker by mél byt &asto a rovnomérné

distribuovan v genomu)

Snadna dostupnost a rychld analyza

5. Vysoka reprodukovatelnost

Snadna vymeéna dat mezi laboratofemi (Kumar a kol., 2009).

Tabulka ¢. 3: Porovnani DNA markert (Koh a kol., 2015)

Marker | Reprodukovatelnost | Technicka Dédi¢nost Informace o
obtiznost sekvenci
RFLP Vysoka Vysoka Kodominantni | Nepozadovana
RAPD Nizka Nizka Dominantni | Nepozadovana
AFLP Vysoka Stfedni Kodominantni | NepoZadovana
SNP Vysoka Vysoka Kodominantni Pozadovana
SSR Vysoka Stiedni Kodominantni Pozadovana
ISSR Nizka Nizka Dominantni | Nepozadovana
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2.9.2. Markery zaloZené na principu hybridizace

29.21. RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (Random Amplification of
Polymorfic DNA) je technika, pfi které mohou byt organismy diferenciovany
analyzou fragmenti odvozenych od Stépeni jejich DNA (Kumar a kol., 2009).
Pro stépeni specifické DNA se pouzivaji restrikéni endonukledzy. Restrikéni
endonukledzy jsou enzymy, které rozpoznaji specifickou sekvenci DNA a rozstépi ji.
Pokud se v misté $tépeni objevi mutace, restrikéni enzym toto misto nerozstépi (Koh
a kol., 2015).

Fragmenty vzniklé rozstépenim jsou vizualizované na agar6zovém gelu
a poté preneseny na membranu Southern blottu. Fragmenty, které jsou piedmétem
zajmu, se identifikuji hybridizaci s radioaktivné znac¢enou sondou.

RFLP miiZze byt pouzito v rozmanitych fylogenetickych studiich, ve studiich
mapovani gent, K vySetfovani vztahi blizce pfibuznych taxont nebo jako nastroj
pro snimani otiskl prstt pro studium diverzity (Kumar a kol., 2009).

Metodu RFLP jako prvni popsal Bolstein et al. (1980) pfi popisovani lidského
genomu. Pocet dostupnych mist RFLP v rostlinach se pohybuje mezi desitkami az
nékolika tisici. RFLP jsou markery jednoho lokusu a jejich zplsob dédi¢nosti je

kodominantni (Ben-Ari a Lavi, 2012).

2.9.3. Markery zaloZené na principu PCR

29.31. RAPD

Nahodna amplifikace polymorfni DNA (Radom amplification of polymorfic
DNA) je metoda zalozend na enzymatické amplifikaci cilovych nebo nahodnych
DNA segmentt s libovolnymi primery (Kumar a kol., 2009).

Nahodné primery se mohou vézat s jakymikoliv komplementarnimi misty
v genomu. Kdyz jsou dva primery dostate¢né blizko, muze dojit k amplifikaci
pomoci PCR a nésledné analyze pomoci elektroforézy.

Markery RAPD se pomémé rychle a snadno rozvijeji, jejich
reprodukovatelnost se miize ménit s podminkami, proto je jejich pfesna genotypova

analyza obtizna (Koh a kol.,, 2015). RAPD markery jsou pouzity v analyze
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variability, nebo pro vyplnéni mezer vytvorenych jinymi markery (Kumar a kol.,
2009).

29.3.2. AFLP

Metoda polymorfismu délky amplifikovanych fragmentd (Amplified
Fradmenr Length Polymorfism) je zalozena na selektivni amplifikaci restrikénich
fragmentl z komplexni smési DNA fragmentii ziskanych St€penim genomové DNA
restrikénimi endonukleazami (Matthes a kol., 1998). Poprvé popsal tuto metodu Vos
v roce 1995 (Vos a kol., 1995).

Technika AFLP kombinuje principy RFLP a PCR. Polymorfizmy jsou
detekovany zrozdilnych délek amplifikovanych fragment vizualizovanych diive
gelovou eketroforézou (Matthes a kol., 1998), dnes se Castéji pouziva fragmentacni
analyza s fluorescen¢né zna¢enym primerem (Koh a kol., 2015).

Technika AFLP zahrnuje 3 zakladni kroky: 1) restrikce DNA nejcastéji
dvéma riznymi restrikénimi enzymy a nasledna ligace lepivych koncu $tépenych
fragmentli pomoci adaptorti (aby nedochazelo k naslednému spojeni restrikcnich
fragmenti), 2) selektivni amplifikace pomoci AFLP primerd, 3) vizualizace
amplifikovanych fragmenti pomoci gelové elektroforézy (Vos et al, 1995)
nebo pomoci fragmentacni analyzy, kdy je jeden primer oznaCen radioaktivnim
izotopem nebo fluorescenéni barvou (Koh a kol., 2015).

Hlavni vyhodou této metody je, Ze neni nutna ptedchozi znalost nukleotidové
sekvence (Vos a kol., 1995). AFLP se pouziva pfi studiich blizce pfibuznych druh,
pfi studiu biodiverzity, piipravé marker nebo napiiklad identifikaci klond (Kumar a
kol., 2009)

29.33. SNP

Jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nukleotide Polymorfism) je
zalozeny na skuteCnosti, Ze vétSina polymorfismii vznikd zménou v jedné
nukleotidové pozici. Pro analyzu je nutna znalost genomu pro navrzeni specifickych

primert pro PCR nebo pro navrzeni oligonukletidovych sond (Vignal a kol., 2002).
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29.34. SSR

SSR (Simple Sequence Repeats) nebo také mikrosatelitové oblasti jsou ¢asti
DNA, které obsahuji tandemové opakovani di-, tri-, tetra- nebo pentanukleotidovych
jednotek, které se nachazeji po celém genomu vétSiny eukaryotickych druhti.
Mikrosatelity jsou vysoce polymorfni a kodominantni markery. Délka motivu je 2 - 4
part bazi a opakovani jsou uspofadana po 5 -50 kopiich (Powell a kol., 1996).
Na obrazku ¢. 2 je porovnani metody SSR a ISSR. Metoda SSR pouziva dva
primery, které amplifikuji konkrétni usek. Naopak metoda ISSR pouzivd jeden
primer zaloZeny na repetici mezi dvéma tseky (Yip a kol., 2007).

Mikrosatelitové sekvence jsou vSudypfitomné v eukariotnich organismech
(Bornet a Branchard, 2004) a jsou zvlast¢ vhodné pro rozliSeni tizce souvisejicich
genotypi a pro identifikaci blizce ptibuznych odrid. Pokud jsou zndmy
nukleotidové sekvence v okrajovych oblastech mikrosatelitu, jsou navrZzeny primery
0 20 - 25 péaru bazi pro amplifikaci mikrosatelitu pomoci PCR. Alternativné mohou
byt pouzity primery navrZzené pro blizce piibuzné druhy. Identifikace polymorfismu
je pomoci gelové elektroforézy nebo dnes Castéji pouzivané fragmentacni analyzy
(Kumar a kol., 2009).

Vyhody vyuzivani SSR markeri jsou velké mnozstvi mirosatelitovych
oblasti, vysoky stupenn polymorfismu, schopnost jeho oznaceni v genomu a jeho
snadna detekce (Kresovich a kol., 1995).

LTI T I T T T
----- repeats
. e
SSR \Qi _: pruners
dunng PCR process
T TTTTTITITTTTITTTTT ITREGI TTITTTTTITTTENYTT

S 0 0 O S O BN S B 0 0 R O I 5 5 0 5 0 g N O

Obr. €. 2: Porovnani metody SSR a ISSR
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2935 ISSR

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) jsou mista v genomu obklopena
mikrosatelitovymi sekvencemi (NG a Tan, 2015). Mikrosatelity jsou fragmenty
pfiblizn¢ 100 - 3000 part bazi umisténych mezi sousednimi, opacné orientovanymi
oblastmi (Kumar a kol., 2009). PCR amplifikace téchto ¢asti s pouzitim jednoho
primeru pfinasi vice naamplifikovanych produktd, pouzivanych pro studium
genetické variability a variability organismu (NG a Tan, 2015).

Prvnim krokem ISSR je izolovat vysoce kvalitni genomickou DNA
a standardizovat mnozstvi templatové DNA pro PCR reakci. Nasledna PCR pouziva
pouze jeden primer o délce 16 - 25 bazi, tento primer mé funkci foreward a reverse
primeru (Reddy a kol., 2002).

Pro vizualizaci PCR produktli se pouziva polyakrylamidovy nebo agarozovy
gel, poptipadé¢ Cipova elektroforéza. Poslednim krokem je skérovani ISSR fragmentii
a nasledna analyza dat. Na obrazku €. 2 je znazornén cely postup ISSR.

Vyhody ISSR markeri jsou nizkd cena, jednoduché pouziti a méné narocné

porovnani s dal$imi dominantnimi markery (NG a Tan, 2015).

\
PCR amplification with primer containing /' GDNA (template DNA) “
short repeated sequences

=

Samples 1 2 3 \ ’

~ -
~~~~~
----------

Gel electrophoresis

Obr. ¢. 3 : PCR amplifikace pomoci ISSR primera (NG a Tan, 2015)
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3. Cile prace

Tato préace je zaméiena na tyto hlavni cile
e Optimalizace primert
- Testovani nejvhodnéjsich primert pro posouzeni variability u
fepky
- Nalezeni nejvhodnéjsi teploty nasedani primerti (annealingu)

pomoci gradientové PCR

e Porovnani vhodnosti pouziti gelové elektroforézy a cipové elektroforézy

e Hodnoceni genetické diverzity u odrud a novoslechténi fepky
- Pouziti metody ISSR
- Vytvofeni matice pfitomnosti a nepfitomnosti fragmentt
- Pomoci programu MVSP vytvofit matici podobnosti mezi

jednotlivymi odradami
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4. Material a metodika

4.1. Pouzity material

Material pro vypocet mapy genetické diverzity pro rok 2017 byl pfijat
od 3 slechtitelskych stanic v Ceské republice:
e Chlumec- Selgen a.s., Slechtitelska stanice Chlumec nad Cidlinou
e Opava- OSEVA PRO s.r.0., Vyzkumny ustav olejnin Opava
e Slapy- SEMPRA PRAHA a.s., Slechtitelska stanice Slapy u Tabora
Jako material pro izolaci byly obdrzeny zmrazené listy mladych rostlin.
Ptesny popis vSech vzorkll je znazornén v nasledujici tabulce. Pro hodnoceni byly

pouzité ¢eské i1 zahrani¢ni odridy, novoslechténi a Slechtitelské materialy.

Tabulka ¢. 4: Seznam materiald pro tvorbu mapy genetické diverzity 2017

Poradi | Material Stanice
1 Sidney Chlumec
2 Diego Chlumec
3 Arabella Chlumec
4 Orex Chlumec
5 Vapiano Chlumec
6 Zakari CS Chlumec
7 C 175 Chlumec
8 C 364 Chlumec
9 C 1694 Chlumec
10 C 3154 Chlumec
11 C 349 Chlumec
12 C127 Chlumec
13 CcC77 Chlumec
14 C 356 Chlumec
15 Cortes Chlumec
16 Rescator Chlumec
17 Stanley Chlumec
18 Marley Chlumec
19 CH1 Chlumec
20 CH2 Chlumec
21 CH3 Chlumec
22 CH4 Chlumec
23 CH5 Chlumec
24 CH®6 Chlumec
25 CH7 Chlumec
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26 CHS8 Chlumec
27 CH9 Chlumec
28 CH 10 Chlumec
29 OP-BN-51 Chlumec
30 RAW 1165-095 Chlumec
31 SL 841 Chlumec
32 RAW 1131-037 Chlumec
33 RAW 1194-006 Chlumec
34 RAW 1175S-035 Chlumec
35 SL 848 Chlumec
36 SL 853 Chlumec
37 CH 1/15 Chlumec
38 CH 4/15 Chlumec
39 CH 5/15 Chlumec
40 SA 20822/13 Chlumec
41 AB 3 Chlumec
42 AB 28 Chlumec
43 AB 31 Chlumec
44 AB 33 Chlumec
45 CMS 13A Chlumec
46 CMS 14A Chlumec
47 CMS 15A Chlumec
48 CMS 16A Chlumec
49 CMS 17A Chlumec
50 CMS 18A Chlumec
51 MZ 33/16 Chlumec
52 MZ 35/16 Chlumec
53 MZ 37/16 Chlumec
54 MZ 38/16 Chlumec
55 MZ 39/16 Chlumec
56 MZ 41/16 Chlumec
57 MZ 42/16 Chlumec
58 MZ 44/16 Chlumec
59 MZ 47/16 Chlumec
60 MZ 48/16 Chlumec
61 NPZ 0711 Chlumec
62 NSL 10/214 Chlumec
63 ESC1132 (ES Valegro) Opava

64 Orava Opava

65 | Ornamento Opava

66 OP-BN-50 Opava

67 Mirage Opava

68 Ladoga Opava

69 Cadeli Opava

70 Lohana Opava

71 7867/5(MPZ 12 16/17) Opava
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72 Winner Opava
8980/188 (MUTAGENEZE
73 15/16) Opava
8986/242 (MUTAGENEZE
74 15/16) Opava
75 ¢.k.41 Opava
76 ¢.k.42 Opava
77 Witt Opava
78 Rf1-5878/2 Opava
79 Rf2-5986/3 Opava
80 |Rf3-5942/2 Opava
81 |5788/4 BC-OPUS Opava
82 |5790/2 BC-OPONENT Opava
83 |5792/2 BC-OKSANA Opava
84 |5793/1 BC-OP-BN-13 Opava
85 |5795/1 BC-OP-BN-14 Opava
86 |5797/2 BC-OP-BN-18 Opava
87 |5799/4BC-OP-BN-16 Opava
88 |5801/5 BC-OP-BN-21 Opava
89 |5803/1 BC-OP-BN-20 Opava
90 |5805/3 BC-OP-BN-19 Opava
91 |5807/6 BC-OP-BN-24 Opava
92 |5811/5 BC-OP-BN-26 Opava
93 |5813/5 BC-OP-BN-17 Opava
94 |5815/3 BC-OP-BN-29 Opava
95 |5817/4 BC-OP-BN-30 Opava
96 |5819/3 BC-OP-BN-31 Opava
97 |5821/3 BC-OP-BN-32 Opava
98 |5823/1 BC-OCEANIA Opava
99 |5826/3 BC-ORION Opava
100 |5828/2 BC-OP-BN-36 Opava
101 |5830/3 BC-OP-BN-38 Opava
102 |5832/6 BC-BN-OP-39 Opava
103 |5834/4 BC-OP-BN-40 Opava
104 |5836/1 BC-OP-BN-41 Opava
105 |5838/2 BC-OP-BN-42 Opava
106 |5840/6 BC-OP-BN-43 Opava
107 |5842/6 BC-ODETA Opava
108 |5874/1 Rf-1 Opava
109 |5874/2 Rf-1 Opava
110 |5874/3 Rf-1 Opava
111 | 5874/4 Rf-1 Opava
112 |5876/1 Rf-1 Opava
113 |5876/2 Rf-1 Opava
114 |5876/3 Rf-1 Opava
115 |5876/4 Rf-1 Opava
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116 |5876/5 Rf-1 Opava
117 |5878/1 Rf-1 Opava
118 |5878/2 Rf-1 Opava
119 |5878/3 Rf-1 Opava
120 |5878/4 Rf-1 Slapy
121 | MPZ 17/17 Slapy
122 | MPZ 18/17 Slapy
123 | MPZ 19/17 Slapy
124 | MPZ 20/17 Slapy
125 | MPZ 21/17 Slapy
126 | MPZ 22/17 Slapy
127 | MPZ 23/17 Slapy
128 | MPZ 24/17 Slapy
129 | MPZ 25/17 Slapy
130 | MPZ 26/17 Slapy
131 | MPZ27/17 Slapy
132 | MPZ 28/17 Slapy
133 | MPZ 29/17 Slapy
134 | MPZ 30/17 Slapy
135 | MPZ 31/17 Slapy
136 | MPZ 32/17 Slapy
137 | SO1 Arot Slapy
138 | SO2 Sidney Slapy
139 | SO3 Diego Slapy
140 | SO4 Arbella Slapy
141 | SO6 OP-BN-51 Slapy
142 | SO7 Zakari CS Slapy
143 | SO9 PT 242 Slapy
144 | SO10 Vapiano Slapy
145 |SO11 CWH 319 Slapy
146 | SO12 Archimedes Slapy
147 | SO13 NPZ 14004W15 Slapy
148 | SO14 OP-4942 Slapy
149 | SO15 DK platinium Slapy
150 |SO16 Mentor Lemic Slapy
151 |SO17 RNX 3421 Slapy
152 | SO18 Alister Slapy
153 |S019 C-815 Slapy
154 | SO20 OP-4928 Slapy
155 |SL-F2-1/17 Slapy
156 | SL-F2-3/17 Slapy
157 |SL-F2-5/17 Slapy
158 | SL-F2-9/17 Slapy
159 | SL-F2-11/17 Slapy
160 |SL-F2-12/17 Slapy
161 |SL-F2-15/17 Slapy
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162 |SL-F2-16/17 Slapy
163 |SL-F2-18/17 Slapy
164 | SL-F2-19/17 Slapy
165 |SL-F2-20/17 Slapy
166 | SL-F2-21/17 Slapy
167 |SL-F2-22/17 Slapy
168 | SL-F2-23/17 Slapy
169 |SL-F2-25/17 Slapy
170 | SL-F2-27/17 Slapy
171 | SL-F2-29/17 Slapy
172 |SL-F2-35/17 Slapy
173 | SL-F2-38/17 Slapy
174 | SL-F2-40/17 Slapy
175 |SL-F2-43/17 Slapy
176 | SL-F2-46/17 Slapy
177 | SL-F2-49/17 Slapy
178 | SL-F2-52/17 Slapy
179 | SL-F2-59/17 Slapy
180 | SL-F2-60/17 Slapy

4.2. lzolace DNA

DNA u fepky olejné lze izolovat z listového materidlu a to z déloznich listk,

poptipad¢ zpln€¢ vyvinutych pravych listd. Dale je moznéd izolace z materidlu

¢erstvého nebo zmrazeného.

Izolace DNA vysSe zminénych vzorkd byla provedena ze zamrazenych plné

vyvinutych pravych listi fepky olejné. Rostlinnd DNA byla izolovana

modifikovanou metodou CTAB (Williams a kol. 1992), vhodnou pro rostlinny

material tohoto druhu.

4.2.1. lzolace DNA pomoci CTAB dle Williams - modifikace pro Fepku

Ve sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavkach zhomogenizovat
50-200 mg listu fepky pomoci homogenizacni ty€inky

Piidat 500 pl extrakéniho pufru (2% CTAB+ B-merkaptoethanol)
piedehiatého na 65°C, homogenizovat tkaf a promichat s pufrem

Inkubovat pii 65°C ve vodni 1azni 5 minut, jednou promichat b&hem inkubace
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e Pridat 500 pl smési chloroformu-IAA, 5 minut protiepat

e Centrifugovat na maximum (14 000 rpm) 5 minut pti pokojové teploté (21°C)

e Prepipetovat vodni fazi do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky

e Pridat 2/3 objemu isopropanolu (cca 250 pl), 2-3 lehce promichat

e Vlozit na 5 minut do mraziku (-20 °C)

e Centrifugovat na maximalni rychlost 5 minut pii 4 °C

e QOdstranit supernatant a ptfidat 1 ml ledového 70 % etanolu

e Centrifugovat na maximalni rychlost 5 minut pii 4 °C

e (Odstranit supernatant, vysusit pelet

e Prfidat 70 pl TE pufru a nechat v uzavienych mikrocentrifuga¢nich
zkumavkach trepat pii 37°C, kdy dojde k rozpusténi DNA

e DNA uchovat pii -20°C

4.3. Meéreni koncentrace DNA

Pro zjisténi koncentrace DNA a dalSich parametrii se pouziva mnoho pfistroju
¢i metod. Izolovanda DNA zvySe méfenych vzorkii byla meéfena na pfistroji
BioSpec Nano od spole¢nosti Shimadzu.

o Na detekeni desticku jsme napipetovali 1 pl TE pufru jako slepy vzorek
e Poté jsme na stejné misto pipetovali vzdy 1 pl vzorku a pfistroj zméftil

koncentraci DNA

Nucleic Acid Conc : 883,10 ng/uL 194 =
. \
0D260/280 1 2,26 - /\ \
0D260/230 22,15 / \\
11,7 // \\

220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Obr. ¢. 4: Piiklad vysledku z BioSpec Nano

Na obrazku ¢. 4 je vysledek koncentrace ds DNA u vzorku ¢. 51. Vpravo je
vypracovany graf, kdy na ose X je vinova délka v nanometrech na ose Y cislo OD.

Vlevo je vypsand koncentrace nukleové kyseliny, v tomto ptipadé 883,10 ng / ul.
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Pod nim je ¢islo OD 260/280, znacici podil absorbance pii 260 nm a 280 nm
a hodnotici Cistotu izolatu. Optimalné by se mél pohybovat okolo 2, pokud je pomér
niz§i nez 1,8 miiZe to znamenat piitomnost bilkovin nebo jinych kontaminantt. Cislo
OD 230/260 se pouziva jako sekundarni mira cistoty, méla by se pohybovat
vrozmezi 2,0 — 2,2. Pokud je vyrazné niz§i muze to piedpovidat piitomnost

kontaminantu.

4.4. Precisténi DNA

V nékterych ptipadech je i pfes vysokou koncentraci DNA ve smési mnoho
piimési, které dale brani spravnému pribéhu PCR a nasledné elektroforézy.

Precisténi vzorki:

e Do mikrocentrifuga¢nich zkumavek napipetovat 20ul DNA, 2 pul acetatu
sodného a 50 pl etanolu (96 %)

e Promichat a nechat 10 — 15 minut pii laboratorni teploté

e  Centrifugovat pti 13 000 rpm, 30 minut

e  Opatrné odstranit etanol

e Piidat 250 pl etanolu (70 %) a promichat

e Centrifugovat pii 13 000, 15 minut

e  Opatrné vylit etanol

e Piidat 250 pl etanolu (70 %) a promichat

e Centrifugovat pii 13 000, 15 minut

e Dokonale odstranit etanol a vysusit

e Rozpustit v TE pufru

45. PCR

Optimalizace primera

Celkové mnozstvi vjedné reakci je 10 pl. Reakce probihala na pfistroji
Termocykler Bioer. Primery byly optimalizované pomoci gradientové PCR, kdy se
teploty nasedani primeru v jednotlivych sloupcich pohybovaly od 48 °C do 58 °C.

e 5 ul Master Mix
e 0,25 pul Primer
e 0,20 ul BSA
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3,55 ul H,0

e 1ulDNA
Cyklus:
Pocate¢ni denaturace 2 min 95 °C
40 cyklt Denaturace  20s 93°C
Annealing 1 min 48 - 58 °C
Elongace 20s 72°C
Konecna elongace 6 min 72°C
Uchovani - 4°C
Tabulka ¢. 5: Teploty primerQ
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9 10. 11 12.
48°C | 482 | 486 | 495 | 506 | 52 | 537 | 551 | 562 | 572 | 57,7 | 58
°C °c °C °C °C °C °c °C °C °C °C
PCR
Celkové mnozstvi v jedné reakei je 10 pl.
e 5 ul master mix 2xPPP (TopBio)
e 0,25 pul Primer (10 uM)
e 0,20 ul 10xBSA
e 3,55 ul dH,0 (voda do objemu 10 pl)
e 1ulDNA
Teplotni profil
Pogate¢ni denaturace 2 min 95°C
40 cykla: Denaturace  20s 93°C
Annealing 1 min 48 - 52 °C (dle ptislugného primeru)
Elongace 20's 72°C
Kone¢na elongace 6 min 72°C
Uchovani - 4°C
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Pouzité primery:

Tabulka ¢. 6: UBC primery: 812, 840, 845, 880 byly vybrany jako
nejvhodnéjsi primery pro pouziti k hodnoceni genetické diverzity

Primer Sekvence primeru '5-3° annealing
UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 52 °C
UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 52 °C
UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 52 °C
UBC 826 ACACACACACACACACC 52 °C
UBC 880 GGAGAGGAGAGGAGA 52 °C
UBC 824 TCT CTCTCT CTC TCT CG 52 °C
UBC 823 TCT CTCTCT CTC TCT CC 52 °C
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 52 °C
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 52 °C
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 52°C
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 52 °C
UBC 825 ACA CACACACACACACT 52 °C

Reakce probihala na pfistroji Termocykler Bioer

4.6. Priprava agarozového gelu

PCR produkty se rozdéluji na 2 % agardézovém gelu v 1x TBE pufru.

e Navazit 3,2 g agarosy

e Pridat 170 ml TBE, promichat

e Rozpustit agarozu v mikrovinné troubé

e  Zchladit pod tekouci vodou na 60 °C a piidat 6 ul ethidium bromidu a nalit do
pfedem pfipravené vany s hiebinkem

e Nality agarozovy gel nesmi obsahovat vzduchové bubliny

e  Po ztuhnuti gelu vyndat hiebinek, ktery v gelu vytvoii sloty

4.7. Gelova elektroforéza
e Pripraveny gel vlozit do elektroforetické vany obsahujici TBE pufr
e Napipetovat opatrn¢ vzorky do sloti
e  Pfipojit elektroforetickou vanu k napajecimu zatizeni
e  Zapnout vanu na 40 V po dobu 5 min
e  Poté zapnout na 135 V po dobu 1 hod 55 min
e Jako marker se pouzivda 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se

vyzualizuji barvenim pomoci ethidium bromid pod UV svétlem
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4.8. Cipova elektroforéza

Pro porovnani gelové a Ccipové elektroforézy byla pouzita cipova
elektroforéza MultiNa od Shimadzu zobrazena na obrazku ¢. 5. MultiNa pracuje
najednom az Ctyfech Cipech, coz je vyhodné pro zrychleni analyzy. Najednou
dokaze vyhodnotit az 98 vzorkt (Shimadzu, 2004).

Obr. ¢&. 5: Cipova elektroforéza MultiNa od Shimadzu (Shimadzu, 2004)
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5. Vysledky prace

5.1. Primery vhodné pro fepku

5.1.1. Testovani UBC primeri

Pro vybér primeri pro fepku bylo pouzito 12 UBC primerti: UBC 845; UBC
880; UBC 826; UBC 827; UBC 812; UBC 823; UBC 841; UBC 834; UBC 836;
UBC 840; UBC 807 a UBC 825. Na vyzkouSeni vhodnosti daného primeru pro
hodnoceni genetické diverzity fepky byly pouzity nejméné ¢&tyfi odliSené druhy

fepky (viz obrazek €. 6, €. 7 a ¢. 8). L znaci 100 bp ladder (marker).

Obr. €. 7: Vysledek elektroforézy pro zkousku primerti

38




L UBC 807 UBC 825

r— ———

odds:

!
|
Bl

U
LN

i

Obr. ¢. 8: Vysledek elektroforézy pro zkousku primert

Primery UBC 823, UBC 827 a UBC 825 vykazovaly pfili§ nizkou variabilitu
pro studium genetické variability fepky, zaroven byl primer UBC 825 pfi dalSich
analyzach vysoce nestabilni. UBC primer 841 pfi nasledné gradientové PCR
vykazoval rovnéz nizkou variabilitu.

Jako vhodné primery pro studium genetické variability u fepky byly vybrany
primery UBC 812, UBC 840, UBC 845 a UBC 880. Zaroven by bylo mozné pouzit
primery UBC 834, UBC 836 a UBC 807, které vykazovaly dostate¢nou variabilitu i

stabilitu pfi nasledné gradientové PCR.

5.1.2. Gradientova PCR

Dalsi zkouskou pro vybér vhodnych primert byla gradientovd PCR pro
zjisténi optimalni teploty annealingu (nasedani primeru).

Na obrazku ¢. 9 a ¢. 10 je testovani gradientové PCR u primeru UBC 823.
Pro analyzu byly pouzity 4 odlisné druhy fepky a 12 rozdilnych teplot pro nasedani
primeru. Nejvhodn&jsi teplota annealingu u primeru UBC 823 je 49,5 °C, kdy jsou
nejlépe rozlisitelné jednotlivé bandy. Tento primer vSak nebyl vybran pro zjiSténi

genetické diverzity u fepky, kviili nizké variabilité.

L 48°C 482°C 48.6 °C 49.5°C 50,6 °C 52,0°C L

Obr. €. 9: Gradientova PCR u primeru UBC 823
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53.7°C

55.109C 56.2 °C 57.2°C 573 °C
-t 3 4 04211 -2 %1

58.0°C

Obr. €. 10: Gradientovd PCR u primeru UBC 823

Na obrazku ¢. 11 a ¢. 12 je gradientova PCR u primeru UBC 825. Optimalni

teplota pro nasedani primerti je 55,1 °C, kdy jsou nejlépe rozpoznatelné a nejostiejsi

bandy. Tento primer vSak nebyl pouzit pro studium genetické diverzity kvili nizké

stabilité.
L 48.0°C 482°C 486 °C 49.5°C 50.6 °C 52.0°C
Obr. €. 11: Gradientova PCR u primeru UBC 825
L b 7 & 551 9€ 56.2°C 57.2°C 57.7:9G 58.0°C
E
—— : Land s 3 ;,:‘
e v - - - g
i — . o 4 pes—, . = = =F
.- — -
. W —— — e e —— e— l

Obr. €. 12: Gradientovd PCR u primeru UBC 825
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primery: UBC 812, UBC 840, UBC 845 a UBC 880. Vykazovaly stabilitu a

potitebnou variabilitu pro dalsi analyzu.

5.2. Porovnani ¢ipové a gelové elektroforézy

Pro porovnani ¢ipové (obr. ¢. 13) a gelové elektroforézy (obr. ¢. 14) byly
pouzity UBC primery 812 a 880. Vzorky byly analyzovany na ¢ipové elektroforéze
MultiNa od znacky Shimadzu na ¢tyfech ¢ipech.

U cipové elektroforézy jsou lépe rozpoznatelné bandy jednotlivych vzorki.
Na obrazku ¢. 13 je patrné, ze pocatky vzorku se lisi. Tento problém je mozné vyfesit
zfedénim vzorkd na stejnou koncentraci 100 ng/ul. Na obrazku ¢. 15 je porovnani
ziedénych a neziedénych vzorklt UBC primeru 845 pomoci Cipové elektroforézy.

Analyza probéhla na jednom ¢ipu.

UBC 880 UBC 812

Obr. &. 13: Cipova elektroforéza

[ N e B

-t =5

[UBC 812 UBC 880

Obr. ¢. 14: Gelova elektroforéza
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Obr. €. 15: Porovnani zfedénych vzorkt (vlevo) a neziedénych vzorkl
(vpravo) na ¢ipové elektroforéze

Pro studium genetické diverzity fepky byla pouzita gelova elektroforéza,
protoze byla oproti Cipové elektroforéze (na 4 Cipech, neziedénych vzorki) presnéjsi.
Cipova elektroforéza je levngjsi, oviem z diivodu potfeby vymény &ipa byl béh

naopak drazsi.

5.3.  Vysledky pro jednotlivé primery

V tabulce ¢. 7 jsou shrnuty jednotlivé vysledky pro vybrané primery.
Obsahuje sekvence primeru, nejoptimalnéjsi teplotu annealingu zjisténou diky
gradientové PCR. Dale je v tabulce celkovy pocet fragmentl a pocet fragmentl
polymorfnich Vv jednotlivych znacich. V poslednim sloupci je vypsané rozpéti

fragmentl v ,,bp*, neboli part bazi.

Tabulka ¢. 8: Vysledky pro primery

Teplota b :
Primer Sekvence nasfdnuti Fragmenty | Variabilni | Velikost
. fragmenty (bp)
primeru
UBC 845 | crorororororotorne 52 °C 15 13 170- 900
UBC 840 | GAGAGAGAGAGAGAGAYT 52 °C 13 11 250 - 800
UBC 812 | GAGAGAGAGAGAGAGAA 52 °C 13 1 200 - 1000
UBC 880 |  GOAGAGOAGAGGAGA 52 °C 19 18 250 - 1000
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5.5. Vysledky ISSR analyz

Pro analyzu genetick¢ diverzity fepky pro rok 2017 bylo pievzato
180 vzorki. Do analyzy bylo zahrnuto 179 vzorkd, protoze u vzorku €. 90 nebylo
mozné provést skorovani ani po opakované PCR reakci.

Celkem byly pouzity 4 UBC primery: 880, 840, 845, 812. Pocty jednotlivych
fragmentl jsou popsany vtabulce ¢. 6. Na zdkladé¢ ziskanych fragmenti byla
vytvofena matice nepfitomnosti (0) a pritomnosti (1) jednotlivych fragmentl u vSech
179 vzorkl. Data byla nasledn¢ vyhodnocena v programu MVSP a byla vypoctena
matice podobnosti mezi jednotlivymi odridami a graf pro PCO analyzu.

Matice byly vytvofeny pro jednotlivé Slechtitelské stanice zvlast. Celkem
byly provedeny 4 analyzy, kdy na zdklad¢ vypoctenych matic je mozné zvolit kiizeni

jak mezi jednotlivymi stanicemi, tak v ramci kazdé §lechtitelské stanice.

Tabulka €. 7: poCty fragmentli u primerti

Primer Pocet fragmenti
840 13
812 13
880 19
845 15
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5.5.1. Vysledky pro Slechtitelskou stanici Opava

Celkovy pocet analyzovanych vzorku Slechtitelské stanice OSEVA PRO
s.r.o. byl 59. Jednotlivé vzorky nikdy nevykazovaly 100% shodu. Maximalni
hodnota 0,967, tedy 96,7 % shoda se vyskytovala mezi vzorky ¢. 88 a ¢. 89 a zaroven
mezi vzorky ¢. 114 a ¢. 115. Naopak nejnizsi hodnota 0,533, tedy 53,3 % shoda byla

analyzovéana mezi vzorky ¢. 74 a ¢. 109.

Obr. ¢. 16: Barevné znazornéna shoda mezi vzorky ze Slechtitelské stanice Opava.
Cervena barva oznaCuje hodnotu shody od 0,5 — 0,73 (tedy vzorky s nejnizsi
shodou); Zluta barva oznacuje hodnotu shody od 0,74 — 0,98 a vzorky zelené jsou
vzorky s nejvyssi shodou

Na obrazku €. 16 je barevné znazornéni vzorkt 61 - 120. Podle barev je
viditelna shoda, nebo naopak nejnizsi shoda genetického zalozeni jednotlivych
odrid. Cervena barva oznatuje vzorky s nejnizsi shodou, tudiZ nejvice variabilni
a nejlépe vhodné pro dalsi Slechténi.

Naopak zelenou barvou jsou znazornény vzorky s nejvyssi shodou, jsou to
tedy vzorky malo variabilni s nizkym potencidlem pouziti do dalsiho Slechténi.

Ani jeden vzorek neprokdzal 100 % shodu S jinym a podle barevného spektra
lze usoudit, ze vzorky z této Slechtitelské stanice, v porovnani s ostatnimi, maji
nejvyssi miru variability. Mize to byt zplisobeno vysokym poctem rodiCovskych
komponent pouzivanych ve S$lechténi nebo rodicovské komponenty s vyrazné

odlisnymi znaky.
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5.5.2. Vysledky pro $lechtitelskou stanici Chlumec

Celkovy pocet analyzovanych vzorkl $lechtitelské stanice Selgen a.s. byl 60.
Jednotlivé vzorky nikdy nevykazovaly 100% shodu. Maximalni hodnota 0,95, tedy
95 % shoda se vyskytovala mezi vzorky ¢. 5 a ¢. 20. Naopak nejnizsi hodnota 0,533,

tedy 53,3 % shoda byla analyzovana mezi vzorky ¢. 24 a ¢. 31 a zaroven mezi vzorky

¢. 12 a ¢. 45. Barevné znazornéni vzorki je na obrazku €. 16.

Obr. ¢. 17: Barevné znazornéna shoda mezi vzorky ze Slechtitelské stanice Chlumec.
Cervena barva oznatuje hodnotu shody od 0,5 — 0,73 (tedy vzorky s nejnizsi
shodou); Zluta barva oznacuje hodnotu shody od 0,74 — 0,98 a vzorky zelené jsou
vzorky s nejvyssi shodou

Na obrazku ¢islo 17 je barevné znazornéni shody nebo naopak neshody
jednotlivych vzorktt 1 - 60. Cervenou barvou jsou oznadené vzorky s nejnizsi
shodou, tudiz nejvyssi variabilitou a nejvétSim potenciondlem vyuziti pfi Slechténi.
Dva nejvice variabilni vzorky jsou oznacené Sipkami. Prvni vzorek oznaceny ¢ernou
Sipkou je ¢. 17 a druhy oznacCeny cCervenou Sipkou je vzorek ¢. 31 S primérnou
hodnotou shody 0,64.

Zelenou barvou jsou opét znazornény vzorky snejvyssi shodou. Oproti
Slechtitelské stanici Opava vykazuje Slechtitelska stanice Chlumec niZ$i variabilitu,

nachazi se zde vSak vzorky vysoce variabilni a vhodné pro dalsi slechténi.
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5.5.3. Vysledky pro Slechtitelskou stanici Slapy

Celkovy pocet analyzovanych vzorku Slechtitelské stanice Slapy u Tabora byl
60. Jednotlivé vzorky nikdy nevykazovaly 100% shodu. Maximalni hodnota 0,983,
tedy 98,3 % shoda se vyskytovala mezi vzorky ¢. 157 a €. 158. Naopak nejnizsi
hodnota 0,550, tedy 55,0 % shoda byla analyzovana mezi vzorky ¢. 121 a ¢. 180.

Barevné znazornéni vzorki je na obrazku €. 17.

E—5=
Obr. ¢. 18: Barevné znazornéna shoda mezi vzorky ze Slechtitelské stanice Slapy.
Cervena barva ozna¢uje hodnotu shody od 0,5 — 0,73 (tedy vzorky s nejnizsi
shodou); Zluta barva oznacuje hodnotu shody od 0,74 — 0,98 a vzorky zelené jsou
vzorky s nejvyssi shodou

Na obrazku €. 18 je zobrazena shoda a nejnizsi hodnota shody u jednotlivych
vzorkil 121 - 180 ze Slechtitelské stanice Slapy. Na obrazku je vidét, ze vzorek
oznaceny cCernou Sipkou (vzorek ¢&. 121) vykazuje nejvy$s§i miru variability
S primérnou hodnotou shody 0,68 a je tedy nejvhodnéj$im vzorkem pro dalsi
Slechténi.

Na prvni pohled je patrné, Ze velkou ¢ast zabira zluta a zelena barva, tedy

vzorky s nizkou variabilitou.
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5.5.4. Celkovy vysledek

Celkovy pocet analyzovanych vzorkl 3 Slechtitelskych stanic byl 179 vzorki.
Z4dna zkombinaci nevykazovala 100% shodu. Maximalni hodnota 0,983, tedy
98,3 % shoda se vyskytovala mezi vzorky ¢. 157 a €. 158. Naopak nejniz$i hodnota
0,50, tedy 50 % shoda byla analyzovana mezi vzorky ¢. 139 a €. 109.

Celkové barevné znazornéni shody je zobrazeno na obrazku ¢. 19,
kdy ¢ervené jsou znacené vzorky s nejnizsi shodou (0,55), zluté se stiedni (0,78)
a zelen¢ vzorky nejvice shodné (0,98).

Vzorek vykazujici nejvétsi variabilitu je ze Slechtitelské stanice Chlumec
s ¢islem 31 (oznaceny cernou Sipkou na obrazku). Zajimava je oblast mezi ¢ernou
a Cervenou Sipkou, kde pfevazuje Cervena barva, tudiz vzorky s nejvyssi variabilitou
a nejvhodnéjsi pro dalsi Slechténi.

Naopak u vzorkd nasledujicich po Cervené Sipce prevazuje zlutd az zelena
barva. To znaci, ze vzorky maji nizkou diverzitu a nejsou tolik vhodné pro dalsi

pouziti ve Slechténi.
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6. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo pomoci metody ISSR odlisit od sebe 180 vzorki
fepky olejné, vysledky predat Slechtitelim, ktefi na jejich zékladé pouziji

DNA byla izolovana ze zamrazenych listkii pomoci metody CTAB (Williams
a kol., 1992) metodou modifikovanou pro fepku. Izolace pomoci CTAB je velice
rychla a levna, koncentrace DNA je dostacujici pro dal$i analyzy. Tuto metodu
vyuzil i Kresovich a kol. (1995) ve své praci na pfitomnost opakovani jednoduchych
sekvenci (SSR) ve fragmentové knihovné fepky olejné. Také Li a Quiros (2001)
vyuzivaji ve své praci sekvenéné piibuzny amplifikovany polymorfismus (SRAP)
1zolaci pomoci CTAB.

Izolace metodou CTAB byla pouzitd v praci Costa a kol. (2016) pfi
porovnani vhodnosti vyuziti RAPD, ISSR a AFLP u Dactylis glomerata L. pro
odhaleni a klasifikaci genetického polymorfismu.

Dal$imi mozZnostmi izolace DNA z rostlinného materidlu je pouziti
komer¢nich kitl, jako jsou naptiklad Invisorb Spin Plant Mini Kit nebo DNeasy
Plant Mini Kit, diky kterym se ziskd vysoce koncentrovana a cista DNA, ovSem
izolace pomoci téchto kit je velice drahda a DNA neni pfili§ stabilni. Pro dlouhodobé
uchovani DNA neni izolace pomoci kitu vhodna, DNA rychle degraduje.

Reddy a kol. (2002) povazuji ISSR jako metodu ktera je jednoducha, rychla
a kombinuje vétsinu vyhod mikrosateliti (SSR), metody AFLP s univerzalnosti
RAPD. Zatimco u SSR metody je potieba znat pfedchozi znalost genomu, metoda
ISSR pouziva mikrosatelitové sekvence jako primery PCR pro generovani
viceuCelovych markerd. Je to metoda velice uzitecnd pro studium genetické
diverzity, fylogeneze a evolu¢ni biologie. Dle Dusinského a kol. (2006) je metoda
ISSR hojné pouZivana pro studium genetické variability rostlin, také je mozné ji
pouzit 1 u né€kterych druht zvifat. Pouzivda se u ptakli, nékterych savcl
nebo naptiklad u hmyzu.

Zietkiewics a kol. (1994) povazuje metodu ISSR ptesnéjsi nez metodu RAPD
a zaroven tato metoda poskytuje vétSi polymorfismus. Je pouZivand u fady plodin
pro posouzeni genetické diverzity. Al-Turkj a Basahi (2015) zkoumali v Saudské
Arabii genetickou rozmanitost u 27 odrid ryze Hassawi s pouzitim 14 primera. Diky

vysokému polymorfismu u 11 primerd, od sebe mohli odlisit jednotlivé odridy.
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Genetickou diverzitu u psenice ze severozapadniho Iranu pomoci metody ISSR
zkoumali Sofalian a kol. (2008), kteti ve své studii pouzili 15 UBC primerd. Diky
své analyze zjistili, Ze ISSR markery byly efektivni nastroj pro odhaleni intra-
specifické genetické diverzity u pSenice.

Bornet a Branchard (2004) pouzili metodu ISSR na detekci mikrosatelitt
astudium genetické diverzity u Brassica a Arabidopsis thaliana. Podle
tzv. trojuhelniku ,,U* je u rodu Brassica specidlni vztah mezi 3 diploidnimi
a 3 amfidiploidnimi genomy. Do studie pouzili 17 genotypt. Pro identifikaci
a hodnoceni vztahi mezi amfidiploidnimi a diploidnimi druhy trojuhelniku ,,U* bylo
pouzito 18 primert. Devét z nich neposkytlo zadné amplifikované fragmenty, nebo
jen nékolik nespecifickych produkti. Zbylych devét primert bylo dale pouzito,
protoze vykazovaly vysokou variabilitu.

U fepky olejky na rozdil od jinych zemédélsky dilezitych plodin nemizeme
pouzit genetické zdroje od pfirodnich populaci pro rozsifeni genetické zakladny,
pri identifikaci genotypii se nardzi na nedostatek variability na Urovni
morfologickych znaki. Proto jsou molekularni markery ¢asto pouzivané jako Gcinny
nastroj pro charakterizaci genotypti na molekularni arovni (Li a kol., 2011).

V Ceské republice se hodnocenim genetické diverzity fepky olejky ozimé
formy zabyvala Havlickova a kol. (2014). Porovnavali kolekce odriid pomoci metod
AFLP, SSR a ISSR a poté vyhodnocovali u¢innost jednotlivych metod. V praci bylo
pouzito 94 vzorki fepky olejky ozimé formy, které zahrnovaly krajové odridy,
moderni a starSi odriidy nebo napfiklad liniové a hybridni odriidy. Vysledky ISSR
analyzy poskytly nejvyhodnéjsi vysledky, vyznaCovaly se nejvys§i mirou
detekovatelného polymorfismu a vysokou citlivosti.

V diplomové praci byly pouzité vzorky ze Slechtitelskych stanic Slapy
u Tabora, Chlumec a Opava. Vzorky s nejnizsi genetickou diverzitou se pochazely ze
Slechtitelské stanice Slapy. Muze to byt zptsobeno kiizenim geneticky podobnych
rodicovskych komponent, coz nasledné vedlo k zazeni genetického zakladu. Pro
zvySeni diverzity je dobré pouzit ke Slechténi rodiCovské komponenty s vyrazné
odliSnymi znaky nebo pouzit vEétsi pocet rodiCovskych komponent. Do dalSiho
Slechténi je vhodné pouzit vzorek €. 31 ze Slechtitelské stanice Chlumec, ktery se

vyznacoval nejvyssi mirou genetické odliSnosti v souboru sledovanych genotypt.
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7. Zavér

Prace byla zamétfena na hodnoceni genetické diverzity u 180 vzorka fepky
poskytnuté od Slechtitelt ze tfi Slechtitelskych stanic Slapy, Opava a Chlumec.
Pro ISSR analyzu byly vybrany 4 nejvhodnéjsi UBC primery UBC 840, UBC 812,
UBC 880 a UBC 845. Tyto primery byly vybrany pomoci gradientové PCR
a vykazovaly nejvétsi variabilitu a stabilitu pii praci s DNA fepky.

Celkem bylo testovano 12 UBC primerti, ze kterych bylo na zaklad¢ jejich
amplifikace, reprodukovatelnosti a stability vybrany 4 nejvhodnéjsi. Tyto 4 primery
celkem vytvarely 60 fragmentt, ze kterych bylo 54 fragmentl polymorfnich.

Pro vizualizaci byla upfednostnéna gelova elektroforéza pied elektroforézou
¢ipovou. Hlavnim davodem bylo, Ze vystupy z ¢ipové elektroforézy, které byly
ve form¢ elektroforeogramu nebylo moZzné hodnotit z divodu odlisné délky
jednotlivych fragmentt. Diky tomu, ze bylo v pribéhu hodnoceni potieba vyménit
¢ipy, se tato metoda oproti gelové elektroforéze vyrazné prodrazila. Vyhodou stéale
zustala prace bez ethidium bromidu.

Ze 180 vzorkl bylo analyzovano pouze 179. Vzorek €. 90 ze Slechtitelské
stanice Opava nebylo mozné skorovat ani po opakované PCR reakci. U ostatnich
vzorkll byla vytvofena matice pfitomnosti a nepfitomnosti jednotlivych fragmentd.
Diky programu MVSP byla vypoctena matice podobnosti jednotlivych odriad
na zéklad¢ pritomnosti fragmentli, nasledné byl vytvofen graf pro PCO analyzu.
Celkem byly provedeny 4 analyzy u 179 vzorku.

Ani u jedné stanice nevysla stoprocentni shoda mezi vzorky, nejvyssi shoda
se vyskytovala u Slechtitelské stanice Slapy, kde hodnota shody mezi vzorky ¢. 157
a¢. 158 nabyvala 98,3 %. Naopak nejniz$i shoda mezi vzorky se vyskytovala
u Slechtitelskych stanic Opava (vzorky ¢. 74 a ¢. 109) a Chlumec (vzorky ¢. 24 a
¢. 31, zaroven u vzorkd €. 12 a ¢. 45) s hodnotou shody 53,3 %.

Nejlépe byla vyhodnocena slechtitelska stanice Opava, ktera méla vzorky
prokazujici nejvyssi diverzitu. MlzZe to byt zplsobeno kiizenim vysoce odlisnych
rodicovskych komponent.

Naopak nejhiife dopadla Slechtitelska stanice Slapy, u které se nachazel maly
pocet vzorkd s vysokou diverzitou, kdy primérna hodnota shody byla 0,806.

Dtvodem nizké genetické diverzity muze byt kiiZzeni rodicovskych komponent
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s malo odliSnymi znaky nebo nizky pocet rodi¢ovskych komponent pouzitych pro
ktizeni.

U slechtitelské stanice Chlumec se nachdzely vzorky jak s vysokou
diverzitou, tak i vzorky s diverzitou nizkou. V této Slechtitelské stanici se nachazi
zaroven vzorek €. 31 vykazujici odlisnost od souboru analyzovanych vzorkii.

Vysledky z analyz a jednotlivé grafy byly zaslany zpét do Slechtitelskych
stanic a byly pouzity jako podklad pro dalsi k¥izeni.
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