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Abstrakt

Tato prace se zabyva detekci autoinkompatibilnich rostlin fepky olejné
(Brassica napus L.) pomoci molekularnich technik. V pribéhu experimentu byla
optimalizovana technika izolace DNA pro testovany soubor rostlin. Na zakladé¢
testovani  specifity vybranych primeri na autoinkompatibilnich (Al) a
autokompatibilnich (AK) rostlinach byly vybrany primery pro PCR analyzu.
Vysledkem prace byla optimalizovana multiplexova PCR reakce, pomoci které byly

rozliSeny Al a AK rostliny.

Annotation

This thesis deals with the detection self-incompatibility oilseed rape
(Brassica napus L.) by using of molecular techniques. During the experiment was
optimized DNA isolation technique for a test set of plants. Specific primers for self-
incompatible (SI) and self-compatible (SC) plants detection were selected for PCR
analysis. A result of this work was optimized multiplex PCR reaction for detection of
Sl and SC plants.



Prohlasuji, Ze svoji diplomovou disertacni praci jsem vypracoval samostatné

pouze s pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

%

Prohlasuji, Zze vsouladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvefejnénim své diplomové prace, a to V nezkracené podobé (v uprave
vzniklé vypusSténim vyznacenych ¢asti archivovanych Zemédélskou fakultou JU)
elektronickou cestou ve vefejné piistupné casti databdze STAG provozované

JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych strankéach.

V Ceskych Budgjovicich 26. 4. 2013

Ondfej Hejna



Podékovani

Chtél bych podékovat piedevsim Ing. Lence Havlickové, Ph.D. a prof. Ing.
Vladislava Curnovi, Ph.D. za vedeni, pomoc a cenné rady pii vypracovani
diplomové prace. Dale bych chtél také podékovat Ing. Evé Jozové za pomoc pfi praci
Vv laboratofi a v neposledni fad¢ také mé pfitelkyni Monice Leitgebové za jazykovou

korekturu.



(O Y OO TTOTT 7
1.1 VYUZIH TEPKY voevviiiiiiii ittt 8
L.1.1 VYUZIt] FEPKY U NAS...ciiviiiiiieiiiie ittt 8
L2 VZNIK AMUNU e 9
1.3 S1ChENT TEPKY w.vvovveceecereeieeieese e iee s eeste et 9
1.3.1 Historie SlechtitelStvi U NAS.........ceeiiiiiiiiiiiieeie e 10
1.3.2 Vyuzivané hybridni SyStEMY ........ccuveviiiiiiiiiiiiiiesiiie i 12

2. Techniky Fizeného opyleni...............coccoiiiiiiiiiiiii e 13
2.1 Cytoplazmatickd samei StErilita........ccooveiviiiiiiiiiiiciee e 13
2.1.1 Vyznamné CMS systémy U fepky olejné .........cccoovvvvviieiiiiniiciiniiieee 14
2.2 Jaderna samei StETIlita........c.coiveiiiiiiiiiii e 15
2.3 AULOINKOMPALIDITA.......ceeiiiiiciiee e e 15
2.3.1 SLG BN 1ot 17
2.3.2 SRK QBN e 18

2. 3.3 SCR QBN it 19
2.3.4 DalSi S-10KUS GBNY...vviiiiiiiiiiiiiesiieieeie ettt ene s 20
2,341 SLA BN s 20
2.3.4.2 GENY SLLL @ SLL2. ..ot 20
2.3.5 Autoinkompatibilnd 1€aKCe .........coccviiiiiiiiiiiici 21
2.4 Molekuldrni DNA mMarkery........ccocoveiiiiiiiiiieiie e 22
2.5 TeChNOlOgie IMAS ... ..o s 23
2.6 Polymerazova Fet€ZOVA T€AKCE........evveriieiiiieiii e 24
2.6.1 MultiplexoVa PCR.......cccoiiiiiiiiii 25
2.7 Gelova eleKtroforeza.........c.oooiiiiiiiiiiii e 25
2.8 Sekvenovane DINA ...t 26
3. Materidl @ MetOAY ...........ccoooviiiiiiiiieiic e 27
3oL MALETIAL. .ot ne e 27
3.21Z01aCE DINA ... 28
3.2.1 Extrakéni metody s pomoci komerénich Kitl..........ccooevieiiiiiiiiieen, 28

3.2.1.1 Izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN)................ 28



3.2.1.2 Izolace DNA pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kitu (INVITEK) ...... 29

3.2.2 Standardni 1zolacni MEtOdY ..........cccveiviiiiiiiiiiic e 29
3.2.2.1 Izolace DNA pomoci CTAB .......ccociiiiiiiiii e 29
3.2.2.2 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)................... 29

3.3 Postupy pouzitych izolacnich metod ...........cccovveiiiiiniiiiiiciee 30
BLBLL THSSUR. ..ttt s 30
B B2 CTAB 30

3.4 Analyzy DNA Markerill........coveiiiiiiiiiiiiiie i 31

3.4.1 ANAlYzZa SLG | ..oiiiiiiiic e 31

3.4.2 Analyza SLG ..o 32

3.4.3 PCR-RFLP analyza gent SLG ........cccocoiiiiiiiiiiiee e 32

3.4.4 Analyza SCR ..o s 32

3.5 Méfteni koncentrace DNA ..o 33

3.6 POSTUP PCR FEAKCE ...t s 33

3.7 EleKtroforetickd SEParace..........coueiiiiieieeiie i 34

A VYSIEAKY ...ttt 35

4.1 1Z018CE DINA ..o 35

4.2 Testovani vhodnych primerti........cccoveiieiiniiiieiiiie e 36

4.3 Molekularni selekce AK 1OStIN........cocoveiiiiiiiiiiicee e 38

5. DISKUZE ... 40

5.1 Porovnani jednotlivych metod izolace DNA ..........ccccooiiiiiiiiici e 40

5.2 Vyber vhodnych primerti.........cccveiiiiiiiiiiiiciiee s 41

5.2.1 Primerovy par PS5/PS1S ..o 41

5.2.2 PriMeTrOVY PAL ©/f....cviiiiiiiiiiiciici e 41

5.2.3 Primerovy par PK1/PK4........cccooiiiiiiiiiii 42

5.2.4 Primerovy par BASLG+BrS47/BnSLG-WS-1........cccovviiiiiiiiiiiicieee 42

5.2.5 Primerovy par SLGa F/SLGa R ....ccoccveiiiiiiiiiicecee 42

5.3 MOleKulArni SEIEKCE ......c.ooiveiiiiiiieiiieseee e 43
B. ZLAVET ..ot 44
7. Seznam POUZité LIteratury............c.ccooiiiiiiiiiiic e 45

T i a1 (1) (¥ NPT 52



1. Uvod

Brukev fepka olejna (Brassica napus var. napus) hospodaisky vyznamny
zastupce rodu brukev (Brassica) spada do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Jedna
se 0 jednoletou nebo dvouletou statnou bylinu dortstajici od 60 do 120 cm vysky.
Pfima tmavé zelend az modrozelena lodyha nese prisedlé kopinaté listy bez
trichomil. Naopak spodni listova rizice je slozena z fapikatych list s trichomy. Jako
dvoudé€lozna rostlina vytvari jeden hlavni kofen, ktery je mohutny a kuzelovity.
Repka kvete vyrazné Zlutou barvou po dobu 20 — 25 dni. V nasich podminkach se tak
obvykle déje v kvétnu. Jednotlivé kvéty stavény podle Cisla 4 jsou uspotadany do
hroznovitého kvétenstvi. Repka je pievazné samospra$nd, nicméné podil
cizospraSeni byva relativné vysoky. Obvykle 30 —40 % kvéti je opyleno jinou
rostlinou. Podil takto opylenych kvéti zéalezi hlavné na aktivité vcel, dale se také
uplatnuji vlivy jako pocasi v dobé& kvétu a genetické dispozice jednotlivych odrtd.
Repka je rostlina véelomilna, véely se na opylovani podili vice jak z 90 %, zbyly
podil ptfipadd hlavné vétru. Po odkvétu se vytvaii plod tvaru dvouradé SeSule
obsahujici ptiblizné¢ 20 drobnych kulovitych semen. Jejich hmotnost se pohybuje
v fadech miligramti. Barevnost semen muze byt ujednotlivych odriad odli$na.
Semena maji zpravidla lesklou fialovohnédou az ¢ernou barvu (Hrouda et al 2002,

Hejny & Slavik 2003).

Cilem diplomové prace bylo posoudit genetické odliSnosti z dostupnych
souborii geneticky zdroji Brassica napus nesouci znaky autoinkompatibility. Na
zaklade zjisténych rozdild mezi autoinkompatibilnimi (Al) a autokompatibilnimi
(AK) rostlinami budou vybrany piipadné i navrzeny specifické primery pro PCR

analyzu a detekci rostlin S poZadovanymi znaky autoimkompatibility.



Autoinkompatibilni rostliny fepky se piirozené vyskytuji jen vzacné, jelikoz
tento znak je pienasen recesivné. Praktické pouziti identifikace téchto znak je velice
dalezité. Al rostliny jsou totiz velkou vyhodou pii hybridnim Slechténi. Pomoci
specifickych primert lze takové rostliny snadno a rychle selektovat uz Vv ranych

fazich vyvoje.

1.1 Vyuziti repky

Historie péstovani této olejniny spada uz do obdobi stfedoveku, kdy lidé zacali
vyuzivat fepkovy olej lisovany ze semen na sviceni. V soucasné dobé je fepka
vyuzivana V daleko vé&tSim rozsahu nez kdy dfive. Své uplatnéni nasla
V potravinaiském a chemickém primyslu. Jako potravinaiska surovina je vyuZzivana
pro zvifata (extrahované Sroty, zelené krmeni, pokrutiny a soucast krmnych smési)
i lidi (fepkovy olej). Pro chemicky prumysl se stala zdrojem pro vyrobu bionafty,
ekooleji a ekomazadel. Slouzi tedy jako vyznamny zdroj obnovitelné energie

(Baranyk & Fabry 2007).

Celkové je fepka olejna dnes tfetim nejvétSim zdrojem rostlinného oleje na
svéte. Rocné je spotfebovano 12,1 miliéni tun fepkového oleje. Priblizné 1/5 je
urcena piimo pro potravinaisky primysl, 3/5 jsou uréeny pro vyrobu bionafty a 1/5
je pfimo pouzita jako ekologicky motorovy olej pro téZkou techniku. Soucasnym
zvySujicim se trendem je vyuZiti oleje pro nepotravinaiské ucely.

V neposledni tfad¢ je fepka také vyuZivana v zemé&délstvi. Slouzi jako
vynikajici pfedplodina pro obiloviny, zvy3uje téZ tirodnost a odpleveluje. Casto je

také pouzita jako zelené hnojivo (Baranyk & Fabry 2007).

1.1.1 Vyuziti Fepky U nas

V soucasné dob¢ je fepka u nas spolu s obilovinami jednou z hlavnich trznich
plodin. Péstovana je ve dvou forméch — jarni a ozima. V nichZ vétsi podil pfipadé na

ozimou fepku. Ta je Unéas vysévana na vice nez 90 % osevnich ploch pro fepku.



V naSich podminkach je vegeta¢ni doba ozimé fepky kolem 320 dni a musi projit

jarovizaci (Zehnalek 2012).

1.2 Vznik druhu

Repka olejnd vznikla jako spontdnni hybrid dvou druhti Brassica rapa,
2n = 20; a Brassica oleracea, 2n = 18. Predpoklada se, ze druh Brassica napus
vznikl relativné€ nedavno na mistech, kde byly pfedchozi druhy péstovany Vv blizkosti.
Ve volné ptirodé nebyl tento druh nikde pozorovan. Brassica napus se sklada ze
dvou oddélenych poddruhi, prvnim je brukev fepka tufin Brassica napus ssp.
napobrassica a druhym brukev fepka olejna Brassica napus ssp. napus. Druhy

jmenovany zahrnuje odrudy vysazované na jafe a v zimé (Snowdon & Friedt 2007).

1.3 Slechténi Fepky

Repka olejna ziskala na vyznamu az relativné nedédvno. Dfive plodina
nevelkého vyznamu se za posledni tfi desetileti stala jednou z nejvice péstovanych
olejnin napfi¢ celym mirnym pasem. Za razantnim ndstupem péstovani této plodiny
stoji nebyvalé uspéchy Vv jejim Slechténi.

Rostliny fepky obsahuji v semenech pfirozené velké mnozstvi kyseliny
erukové. Tato latka je velmi hoikd a mlze ve vétSich davkach zpisobit poruchy
kardiovaskularniho systému. Diive byl proto fepkovy olej pouZivan jen pro
nepotravinarské ucely. Az v 70. letech se Slechténim dosdhlo vyrazného snizeni
obsahu kyseliny erukové v fepkovém oleji. Vyslednd odriida némecké jarni fepky
,Liho* oznacovana jako typ 0 obsahovala méné nez 1 % obsahu kyseliny erukové
v fepkovém oleji. Tento nebyvaly Slechtitelsky uspéch znamenal pocatek pouZiti
fepkového oleje pro potravinaiské ucely (Snowdon & Friedt 2007).

Dals§im Slechtitelskym tspéchem bylo vyslechténi odrid S nizkym obsahem
glukosinolatti. V ptirozenych odrudach tfepky olejné se vyskytuje relativné velké

mnozstvi sirnych sekundarnich metaboliti — glukosinolatti. Jejich nebezpeci spociva



pfi traveni, kdy jsou pfeménovany na toxické latky zplsobujici poSkozeni jater a
ledvin. V roce 1969 byla uvolnéna varianta polské jarni fepky ,,Bronowski* s nizkym
obsahem glukosinolati, ktera se stala cilem pro dalsi Slechténi. V roce 1974 tyto
snahy vyustily V pfedstaveni odridy ,,Tower* kombinujici nizky obsah kyseliny
erukové a glukosinolati. Takovéto odridy jsou oznacCovany jako typ 00. Pocinaje
timto historickym bodem nastal velky rozmach Vv péstovani fepky olejné po celém

mirném pasu (Snowdon & Friedt 2007).

Po uvolnéni odrid typu 00 se Slechtitelské snahy zaméfily na obsah kyselin
linolové a olejové. Vysledkem bylo zaregistrovani dvou novych odrad ,,Splendor a
,Nexera“ se 75 % obsahem kyseliny olejové a méné nez 3 % obsahem kyseliny
linolenové. Snizenim podilu kyseliny linolenové a zvySenim obsahu kyseliny olejové
ziskal fepkovy olej nebyvalou oxida¢ni stalost. Zaroven se také olej stal vhodnym

pro smazeni, pii kterém diive vznikaly nebezpeéné transmastné kyseliny (Snowdon

& Friedt 2007).

Po objeveni systémili fizeného opyleni (jaderné samci sterility GMS,
cytoplazmatické samci sterility CMS a autoinkompatibility Al) se hlavni zaméry
Slechtiteli presunuly na vytvareni hybridnich odriid. Takovéto Slechténi u fepky se
vyuziva zZmnoha divodid. Vyhodou je pfedev§im heterozni efekt, vysoky
mnozitelsky koeficient a existence geneticky podminénych autosterilnich systémii.
Naopak nevyhodou je nutnost pouZiti jaderné samci sterility, transgenni pylové
sterility nebo cytoplazmatické sam¢i sterility pro zisk a produkci €istého hybridniho

osiva.

V soucasné dobé se Slechtitelskd Cinnost stale vice opira 0nové techniky
molekuldrni biologie, které vyrazn€ urychluji Slechtitelské postupy. Nejdiive se
zapocalo s mapovanim RFLP markert a néslednou tvorbou genetickych map. Nyni
se nejvetsi snaha upira k identifikaci ekonomicky vyznamnych znakt fepky a tvorbé
jejich markerd. Takovéto selekéni markery oteviraji cestu K jednoduché a levné

identifikaci pozadovanych znakii pomoci PCR.

1.3.1 Historie Slechténi Fepky nas

Slechténi fepky olejné ma na tizemi Ceské republiky tradici sahajici do 40. let

20. stoleti. Pfestoze Vv té dobé neméla tato plodina velky vyznam, Slechtitelské stanice
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uUnas vyslechtily nékolik odrid fepky ozimé — odriida Ttebicska krajova 1941,
Slapska 1946 nebo odrtida jarni fepky Ceska krajova 1949. Do doby neZ tyto odraidy
byly k dispozici, péstovaly se pouze krajové domaci a zahrani¢ni odrady. V 60. a
70. letech byly hlavni snahy Slechtitelit sméfovany K zlepSeni odolnosti viici chladu,
nepukavosti Sesuli a ke snizeni obsahu kyseliny erukové. V tomto obdobi byla
registrovana odrida Mira. V 80. a 90. letech byl zahdjen vyzkum heteroze a
autoinkompatibility a dale se pozornost soustiedila na nové uvolnéné zahranicni
odridy s nizkym obsahem kyseliny erukové, glukosinolata (0 typ, 00 typ, EO typ).
Velmi nizké koncentrace kyseliny erukové a glukosinolatl zna¢né rozsifily pouziti
fepky Unds a nasledné se vyznamné rozsifily osevni plochy. Od této doby fepka
ziskava daleko vétsi pozornost a je registrovana fada novych odrid. Odrida Silesia
1983 (typ 0), Solida 1986 (typ 0), Sonata 1990 (typ 00), Aglona 1993 (typ 00),
Slapska Stela 1996 (typ 00) a Odila 1997 (Baranyk & Fabry 2007).

Novodoba historie Slechténi ftepky uUnas je charakterizovana vznikem
organizace nazyvané Ceskd fepka spojujici vyzkumnou &innost s praktickym
Slechténim. Iniciaci vzniku tohoto sdruzeni byla neschopnost malych ceskych
Slechtitelskych firem konkurovat velkym silnym spole¢nostem V zahranici.
Vyslechténi novych odrid nese v soucasné dobé nemalé finan¢ni ndklady a ¢asovou
narocnost. Proto vznik tohoto sdruzeni byl vitanym impulzem podpory Slechténi
fepky U nas. Do dnesni doby toto sdruzeni zaznamenalo né¢kolik uspéchti v podobné
registrace novych odrid kvalitou srovnatelnych se zahrani¢im — Oponent 2006,
Aplaus 2007, Opus 2007, Oksana 2007 a Benefit 2009. Nemaly podil na téchto
uspésich ma i spoluprace tohoto sdruzeni S Vyzkumnym tstavem rostlinné vyroby na
Praze — Ruzyni a s Biotechnologickym centrem Zemé&délské fakulty JihocCeské
univerzity v Ceskych Budgjovicich (Zehnalek 2012).

V budoucnosti by se $lechtitelska &innost Ceské fepky méla ubirat nékolika
riznymi sméry. V prvni fadé jsou cile zaméfené na tvorbu novych variant
s zadanymi vlastnostmi sloZeni oleje, vynosu a kvality v¢etné produkce dihaploidi.
V hybridnim $lechténi je vyty¢eno zaméfeni na cytoplazmatickou samci sterilitu typu
Ogu-INRA a typu Shaan 2A a dale na sporofytickou autoinkompatibilitu.
V neposledni fadé by se také Ceska fepka méla zabyvat lechténim viéi stresovym

faktoriim, Skiidctim a chorobam.

11



1.3.2  VyuzZivané hybridni systémy

o Systém MSL neboli sam¢i sterilita Lembke

Podstatou je spontanni mutace a selekce ve Slechtitelskych Skolkach.
Systém je vyuzivan U velkého mnozstvi hybridnich odrud fepky s dobrou

restauraci a nizkou hladinou glukosinolati (Baranyk & Fabry 2007).

o Systém LibertyLink®

Zakladnim principem tohoto systému je odolnost k Liberty herbicidu

2%

severni Amerika (USA a Kanada), (Baranyk & Fabry 2007).

o Systém SeedLink

Podstatou tohoto systému je vyuziti F1 generace S geneticky fizenou
sam¢i sterilitou K produkci hybridniho osiva. Rostliny obsahuji geny pro
inhibici tvorby prasnik a odolnost k Liberty herbicidu. Vyhodou tohoto
systému je tvorba vysoce kvalitniho a vykonného osiva a moznost pouziti

Liberty herbicidu pro odstranéni pleveltl (Baranyk & Fabry 2007).

o Systém INRA/Ogura nebo téZ OGU-INRA

Tento systém vyuziva aloplazmatickou saméi sterilitu. Tento
mechanismus byl vytvofen pfenosem genu obnovy fertility Rf zrodu
Raphanus. Nevyhodou tohoto systému je pouziti jen U odrad S vys$Sim
mnozstvim glukosinolati a snizena samici fertilita obnoviteli (Baranyk &

Fabry 2007).
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2. Techniky rizeného opyleni

2.1 Cytoplazmaticka samci sterilita

Cytoplazmatickd sam¢i sterilita (CMS) je béZznym jevem U plané rostoucich
rostlin. Jeji pfi¢inou jsou razné poruchy procesu mikrosporogeneze nebo
mikrogametogeneze. Takovéto rostliny nasledné nevytvaii pyl nebo tvoii pyl
nefunkéni. Fenotypoveé se tyto rostliny projevuji deformaci nebo Uplnou absenci
prasnikti. Nékteré CMS systémy se dnes Siroce vyuzivaji U komercnich plodin jako
obrana proti samoopyleni pfi tvorbé hybridniho osiva. V soucasné dobé je vénovana
velkéd pozornost pochopeni stavajicich CMS systému na biochemické, molekularni a
genetické trovni. Nemala snaha je téz smérovana na odhaleni, ptipadné vytvofeni
novych CMS systémii (Chase 2006).

Cytoplazmatickd samci sterilita je dédéna vzdy maternalné, jelikoz zavisi
pouze na faktorech v cytoplazmé. Urcujicim faktorem jsou geny fidici samci
plodnost v mitochondrialni DNA. Pti mutaci téchto gent rostliny ztraceji schopnost
tvofit pyl nebo tvofi pyl nefunkéni. Kromé& samci sterility miize zména téchto
mitochondridlnich gend vést ik vyznamnym fenotypovym zménam. Funkce
mutovanych mitochondridlnich genli pro samci fertilitu miize byt nahrazena
jadernymi geny stejného ptsobeni. Takovéto geny se nazyvaji obnovitelé fertility a
jsou piitomny V jadie jako alelové pary. Alela neschopnd obnovit fertilitu je obvykle
recesivniho typu a oznacuje se jako rf nebo ms. Naopak dominantni alela Rf nebo Ms
obnovuje saméi plodnost. Takovychto systémi kombinujicich nefunkéni
mitochondrialni geny pro samci fertilitu a jaderné geny obnovujici plodnost je cela

fada (Chase 2006).
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Praktické pouziti CMS nese kromé vyhod také nékteré podstatné nevyhody. Po
celou dobu je nutné drzet v kultivaci vhodné obnovitele fertility. Tyto obnovitelé
v8ak Casto podléhaji riznym zplsobem fenotypovym aberacim. Dale také sterilni
cytoplazma muize ovliviiovat kvalitu a mnozstvi sklizn€. V neposledni fad¢ né&které
CMS systémy nejsou plné funkéni a mohou byt ovliviiovany teplotou i dalsimi vlivy
prosttedi (Tu et al 1999).

Nékteré nevyhody by Vv budoucnu mohly byt eliminovany vnasenim genti
obnovujicich fertilitu. Hlavnim cilem by proto méla byt izolace jiz zndmych gent
obnovitelu fertility, které by pak mohly byt riznymi zptisoby rostlinné transformace
vnaseny do sterilnich rostlin. Timto zpsobem by odpadlo Vv nékterych piipadech

obtizn¢ udrzeni obnoviteld fertility.

2.1.1  Vyznamné CMS systémy U Fepky olejné

o Nap CMS systém

CMS nap byl prvnim objevenym CMS systémem. K jeho popsani doslo
vroce 1972 autory Thompsonem a Shigou. Tento systém vznikl zkiizenim
ozimé fepky a odrudy ,,Bronowski“. Jako obnovitel fertility je zde gen Rfn,
ktery je ale bohuzel velice ¢asty. Proto jen velice malo genotypti muize byt
sterilizovdno pomoci tohoto systému. DalSi nevyhodou nap CMS je silna
zavislost pylové sterility na pocasi. Pii vysSich teplotach se plodnost obnovuje.
Diky témto nevyhodam se tento systém stal pouze historickym milnikem, ale

nikdy nebyl pouZzit pro komercni produkci hybridniho osiva (Li et al 1998).

o Pol CMS systém

Pol CMS systém téz nazyvany Polima vznikl spontanné uvnité druhu
B. napus. Tento CMS systém je daleko vice teplotné stabilni nez nap CMS.
Zaroven obnovitel fertility Rfp neni tak Casty, proto je moznost tento systém
pouzit u mnoha odrid fepky olejné. Hlavni vyuziti tohoto systému je v Cing,
kde priblizn¢ 70 % odrud fepky zalozené na CMS vyuziva pol CMS. Naopak

Vv Evropé¢ se tento systém témét nevyuziva (Zhao et al. 2010).
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o Ogu CMS systém

Tieti vyznamnad forma CMS nazyvana ogu nebo Ogura je zalozena na
pouziti cytoplazmy z fedkve. Ogura (1968) pienesl mezidruhovym kiizenim
jadro B. oleracea do cytoplazmy Raphanus sativum obsahujici faktory samci
sterility. Jako obnovitel fertility byl identifikovan gen Rfo. Studie ukazaly, ze
pusobeni genu Rfo je na transla¢ni urovni (Grelon et al 1994). Linie obnoviteld
fertility u ogu CMS byla vytvoiena vnesenim Rfo genu z fedkve R. sativum do
B. napus. Problém této formy CMS je udrzeni obnovitell a zvySeny obsah

glukosilolati vnesenim genu Rfo.

2.2 Jaderna samci sterilita

Jaderna samci sterilita (GMS) je jednim ze zptisobtl fizeného opyleni. Jedna se
o plnohodnotnou alternativu  k CMS i autoinkompatibilit¢ a pouziva se téz
k zabranéni samospraSeni a vytvafeni Cistého hybridniho osiva U fepky olejné.
Hlavni vyhody GMS proti CMS jsou stabilni a uplna samci sterilita, nepfitomnost
negativnich jevl spojenych s faktory samci sterility v CMS cytoplazmé a relativni
snadnost pfenosu gend zodpovédnych za sam¢i sterilitu do jinych odriid (Lu et al

2004).

GMS je determinovana recesivni alelou ms nebo dominantni alelou Ms
sporofytického typu. Supresorové geny obnovujici sam¢i sterilitu se oznacuji jako rf
resp. Rf. Doposud bylo objeveno mnoho GMS systému fizenych jednim genem
(Hu et al 2000), dvéma geny (Li et al 1985) a piipadné i tfemi geny (Wang et al
2001). Liet al (1995) navrhl a v praxi odzkousel GMS systém pro zisk Eistého
hybridniho osiva B. napus.

2.3 Autoinkompatibilita
Autoinkompatibilita (Al) je pojem vyskytujici se napfi¢ celou rostlinou fisi a

charakterizuje neschopnost rostliny dosahnout opyleni vlastnim pylem neboli

samospraSeni. Autoinkompatibilni rostlina méa schopnost rozpoznat pyl z vlastnich
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prasnikli a zabranit takovému pylu Vv opyleni. Tuto pfirozené¢ se vyskytujici
schopnost miizeme vzacné nalézt i u nékterych odrd fepky olejné, ptirozené je vSak
fepka olejna kompatibilni neboli samosprasna (Gowers 1989). Ve velké miie se Al
vyskytuje u voln¢ rostoucich druht brukvovitych (Brassicaceae). Dokonce i oba
druhy Brassica oleracea a Brassica rapa, jejichz kiizenim Brassica napus vznikla,
jsou prirozené¢ Al (Downey & Rakow 1987). Podstata Al u celé ¢eledi brukvovité
(Brassicaceae) je rozpoznani povrchu pylovych zrn svrchnimi bufikami blizny.
Takovyto typ Al se oznacuje jako sporofyticky, podle rozpoznavané povrchové
vrstvy pylového zrna, kterd je produktem sporofytickych bunék tapetdlni vrstvy
prasniku. Dale je sporofyticky typ Al rozsifen i u ¢eledi hvézdicovité (Asteraceae),
(Hiscock et al 1993). Kli€ovou roli pfi Al reakci hraji povrchové buiiky blizny a
tapetalni vrstva bunék vytvaiejici povrchovou vrstvu pylu (Sobotka et al 2000).
Autoinkompatibilita je pii produkci hybridt velice Zadanym znakem. Ki#iZzenim
dvou Al parentalnich linii je v idealnim piipad¢ vysledkem ¢istd F1 linie hybridu.
Proto je tfeba pii vybéru Al parentalnich linii vybirat opravdu rostliny se silnou Al
reakci. Takovy vybér se provadi molekularni analyzou s vhodnymi selekénimi

markery.

Genetickd podstata Al rekce byla lokalizovana uz v 70. letech na usek DNA
oznacovany jako S-lokus. Velké pocty alel tohoto lokusu jsou oznacovany jako
S-alely. Jejich pocet je u druhu B. rapa odhadovan na 30 (Nou et al 1993) a u druhu
B. oleracea dokonce na vice nez 50 (Brace et al 1994) Jednotlivé alely se déli
zpravidla do dvou skupin podle sily Al reakce. Prvni typ je charakteristicky silnéjsi
Al reakci a dominanci nad druhym slabSim typem. Primérny pocet semen V SeSuli se
u prvniho typu pohybuje od 0 do 10 semen a udruhého od 10 do 30 semen
(Nasrallah et al 1991). Do soucasné doby bylo na S-lokusu B. napus lokalizovano
pies dvé desitky gend a pocet pravdépodobné jesté neni konecny. Z hlediska Al
reakce se zdaji byt klicové tii geny — SLG, SRK a SCR. Cely S-haplotyp je vysoce
polymorni podobné jako geny podilejici se na vyvolani imunitni reakce u Zivocicht.

Nepolymorfni jsou jen ¢asti genti slouzici K rozpoznavani (Sobotka et al 2000).
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2.3.1 SLG gen

SLG gen (S-locus glycoprotein, identifikovan Nasrallah et al 1985) byl prvnim
nalezenym genem S-lokusu. Tento gen je vysoce polymorfni. Hlavnim mistem jeho
exprese jsou povrchové bunky zralé blizny. Dale byla jeho nizka transkripce
prokazana i Vv prasnicich nikoli vSak pfislusny protein. V ostatnich Castech rostlin

nebyla exprese SLG genu nikdy detekovana (Delorme et al 1995).

Prokézalo se, ze se protein tohoto genu podili ¢aste¢né na identifikaci vlastniho
pylu na povrchu zralé blizny. Presna tloha tohoto genu pfi Al reakci v§ak neni dosud
presvédciveé identifikovana. Mutaci SLG genu obvykle dochazi k poruse Al reakce
rostliny (Nasrallah et al 1994). Bylo totiz prokazano, ze v Al rostlindch je exprese
SLG genu relativné mala s porovnanim nékterych kompatibilnich haplotypi. Je proto
piijiman fakt nutné interakce s dalsimi geny S-lokusu piedevsim SRK genem (Gaude
et al 1995). Proteinovy produkt SLG genu povétSinou zvySuje silu Al reakce
(Schopfer et al 1999).

Fyzicky je gen SLG charakterizovan délkou ptiblizn¢ 1300 bazi (obr. 1) a
koduje specificky glykoprotein 0 velikosti pfiblizné¢ 55 kDa. K sekreci tohoto
proteinu dochazi v povrchové papilarni vrstvé zralé blizny. Piestoze je SLG vysoce
polymorfni, neni tomu tak po celé jeho délce. Bylo prokazéano, ze v jeho struktuie se
vyskytuji konzervativni sekvence 12 cysteinovych rezidui, kliCové pro spravnou
funkci a strukturu proteinu. Déle bylo také identifikovano né€kolik N-glykosila¢nich
mist, z nichz dvé maji konzervativni sekvenci (Kusaba et al 1997). S ohledem na tyto
konzervativni sekvence byly varianty SLG geni rozdéleny do dvou tiid. Vzajemna
podobnost SLG genii jednotlivych tiid je pfiblizné 65 %. SLG geny prvni téidy jsou
dominantni nad geny tfidy druhé a dale se vyznacuji nepfitomnosti intronti (Okazaki
et al 1999). Druha tfida SLG gend je charakteristicka vyskytem 200 bazi dlouhého
intronu na 3’konci (Hatakeyama et al 1998). Dale byla u SLG gent druhé tiidy
prokazana produkce transkriptu vazaného na bunéénou membranu. U této struktury

vSak nebyla prokazana spojitost S recesivitou téchto gend (Hatakeyama et al 1998).

Od genu SLG jsou odvozeny i n¢které dalsi geny s velice podobnou sekvenci
nukleotidi. Dal$im spolenym znakem téchto genti je exprese V prasnicich a
povrchové vrstveé blizny a dale se i predpoklada, ze se téz uplatiuji v rozpoznavacich

mechanizmech. Tyto geny se vSak 1i§i umisténim v genomu, jsou totiZ lokalizovany
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mimo S-lokus. Nazyvaji se proto jako geny s S-lokusem spiiznéné neboli SLR geny.
Cock et al (1995) definoval takovéto geny jako SLR1, SLR2 a SLR3. Posledni
jmenovany gen SLR3 se ¢astecné vymyka této charakteristice, protoze je exprimovan
nejen v prasnicich a papilarnich buiikach blizny, ale i v nékterych dalSich pletivech
rostliny (Cock et al 1995).

-30 +1 100 200 300 400 aa

Hypervariable
Signal Sequence Deletable I II III C-terminal

L * BB / Wk V]

Obr. 1 Struktura SLG genu upraveno ze Sobotka et al (2000)

2.3.2 SRK gen

SRK gen (S-locus kinasa receptor, identifikovan Stein et al 1991) je podobn¢
jako SLG gen zna¢né polymorfni a vyznacuje se téz expresi pouze V papilarnich
burikach zralé blizny. Casteéné je téZ piepisovan V prasnicich, nicméné pouze mRNA
nikoli vSak pfislusny protein (Stein et al 1991). V dalsich tkanich jeho transkripce
zaznamenana nebyla (Delorme et al 1995). Jeho klicové role je podobné jako u SLG
genl V rozpoznani vlastniho pylu rostliny. Jeho expresi vznik4 protein vdzany na

membranu podilejici se na Al reakci rostliny.

Strukturné je SRK gen slozen ze tfech hlavnich ¢asti (obr. 2). Prvni ¢ast je
reprezentovana glykosilatovou extracelularni doménou, téZ nazyvanou jako
S-doména. Pro tuto doménu je typickd zna¢na podobnost S SLG genem a to az
v 90 %. Kusaba et al (2000) prokazal, ze sekvence aminokyselin v S-doméné genu
SRK je velice podobn4 mezi S-haplotypy se stejnou rozpoznavaci schopnosti. Tento
objev naznacoval klicovou roli S-domény jako rozpoznavaciho faktoru Al. Dalsi
vyzkum vSak ukdzal na jesté vétsi podobnost sekvenci aminokyselin mezi SLG
proteiny rozdilnych haplotypti. S-doména téz obsahuje 12 konzervativnich
cysteinovych rezidui a dv€ konzervativni N-glykosilacni mista podobné jako SLG
gen. Druhou ¢ésti je transmembranova doména, kterd dale pokracuje na kindzovou

doménu. Tteti kindzova doména sdili podobnost S klasickou serin/thereonin kinazou
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uplatiiujici se V autofosforylacni aktivité. Ta bézné¢ funguje jako rozpoznavaci
soucast obranného mechanizmu proti patogentim. Tento fakt naznacuje mozny vznik
tohoto genu (Pastegllia et al 1997). Dalsi navrh pivodu pfedstavil Giranton et al
(1995), kterému se podafilo nalézt v S3 lokusu Brassica oleracea zkracenou
rozpustnou formu SRK genu. Tato c¢ast koduje eSRK protein, do kterého je
pfepisovana pouze prvni ¢ast SRK genu S-doména. Vznik tohoto proteinu mtize byt
vysvétlen naptiklad odliSnou upravou SRK transkriptu. Jako velice zajimavy se jevi
fakt, ze podobné proteiny S kinazovou aktivitou se nachdzeji Vv zivoc¢iSnych

signalnich drahach jako PDGF receptor a EGF receptor (Giranton et al 1995).

_ Transmembrane . .
S domain domain Kinase domain
O B ) ) ) ) e
1 1000 2000 3000 bp

Obr. 2 Struktura SRK genu upraveno ze Sobotka et al (2000)

2.3.3 SCR gen

SCR gen (S-locus cysteine-rich protein, identifikovan Schopfer et al 1999) téz
SP11 gen (Suzuki et al 1999) je gen S-lokusu hrajici kli¢ovou roli v Al reakci.
Nekdy je také oznaCovan jako saméi determinant autoinkompatibility. Tak jako
i pfedchozi geny je itento gen velice polymorfni. Konzervativni jsou pouze useky
osmi cysteinovych zbytk, které tento gen charakterizuji. Zaroven je i v silné genové
vazbé s geny SLG a SRK na S-lokusu. Exprese tohoto genu je vazana na prasniky.
Prepisem vznikaji specifické proteiny plasté pylu, které maji charakteristickou
prostorovou strukturu danou konzervativnimi cysteinovymi zbytky. Tento typ
proteint se nazyva PCP (pollen coat protein). Exprese probiha v bunkach tapetalni
vrstvy prasnikt. Tyto bunky poté produkuji protein pii vytvafeni pylu. SLG a SRK
proteinovy komplex na zralé blizn¢ disponuje silnou afinitou k PCP proteinim.
Pokud je na takovém komplexu zaregistrovan vlastni pyl, nedojde K jeho vyvoji.

Pritom nezalezi na S-haplotypu rostliny (Schopfer et al 1999).
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Dtikaz o funkénosti SCR genu jako samc¢iho determinanta Al byl ziskan dvéma
riznymi piistupy. V prvnim piipadé Schopfer et al (1999) transformoval jedince
urcitého haplotypu genem SCR Zz jin¢ho haplotypu. Nasledné pak transformované
rostliny odmitaly pyl z druhého typu. Druhy pokus byl proveden Takayama et al
(2000), ktery rekombinovany SCR protein z Escherichia coli pouzil na blizné

stejného haplotypu a pyl byl odmitnut.

2.3.4.  Dalsi S-lokus geny

2.34.1 SLA gen

SLA gen (S-locus anther, identifikovan Boyes & Nasrallah 1995) je dal$im
vyznamnym genem S-lokusu. Exprese tohoto genu byla objevena v prasnicich S2
haplotypu B. oleracea. Gen je piepisovan ze dvou promotort a dava vznik dvojici
antiparalelnich transkripti. Jeden z téchto transkriptl je dale sestfihan. Podle dvou
identifikovanych otevienych ctecich ramct je predpoklddano, ze vytvari dva rtizné
proteiny o velikosti 10 kDa a 7,5 kDa (Sobotka et al 2000). Druhy antiparalelni
transkript se podili na vyvoji mikrospor a prasniki. U autokompatibilnich rostlin B.
napus transkripty nebyly nikdy detekovany. Nicméné role SLA genu u Al reakce

rodu Brassica neni zatim piesvéd¢iveé doloZena (Pastuglia et al 1997).

2.34.2 Geny SLL1aSLL2

SLL1 a SLL2 geny (S-locus binding genes, identifikovan Yu et al 1996) jsou
specifické geny S-lokusu (obr. 3). Exprese genu SLL1 byla detekovana v prasnicich
Al rostlin a ménila se Vv pribéhu vytvafeni praSnikd. Pro gen SLL2 je typické
umisténi jak na S-lokusu tak i v jinych ¢astech genomu Brassica. Jeho exprese byla
objevena Vv prasnicich, podobn¢ jako SLL1, ale iV papilarnich burnikach blizny. Na
rozdil od exprese genu SLL1, ktera byla potvrzena pouze u Al rostlin Brassica, gen
SLL2 je exprimovan i u AK rostlin. Role téchto gent pii Al reakci zatim nebyla

odhalena (Sobotka et al 2000).
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Obr. 3 Genetick4 mapa 76 kb fragmentu S° haplotypu Brassica rapa upraveno Sobotka et al (2000)

2.3.5 Autoinkompatibilni reakce

V piipad¢ kontaktu vlastniho pylu s bliznou komplex SLG a SRK proteind
zakotveny V membrané¢ papilarnich bunék rozpoznd specificky SCR protein.

Nésledné proteinovy komplex spusti kaskadovou reakcei inhibujici rast pylového zrna

na blizn¢ (obr. 4).

Uspésné opyleni je pro &eled Brassicaceae charakteristické vytvofenim spojeni
mezi pylovym zrnem a bliznou. Toto spojeni je realizovdno pomoci apresoria, které
se vytvari z povrchové vrstvy pylu (Kandasamy et al 1995). Pomoci tohoto spojeni je
pyl pln¢ hydratovan a mize se dale rozvijet. Ruiter et al (1997) prokazal, ze tizeni
pritoku vody z papildrnich bunék do plasté pylového zrna je fizeno oleosinovymi
proteiny. V ptipadé inhibi¢ni reakce vyvolané rozpoznanim vlastniho pylu je uplna

hydratace pylu znemoznéna a pylové zrno se dale nevyviji (Sobotka et al 2000).
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Obr. 4 Model autoinkonpatibilni reakce upraveno Sobotka et al (2000)

2.4 Molekularni DNA markery

Molekuldrni markery jsou tseky DNA postradajici biologicky ucinek. Jejich

hlavnim smyslem je pomoci své vlastni sekvence nukleotidii urovat specificka mista
na genomu. Kazdy molekularni marker ma nezaménitelnou sekvenci, kterd pfesné
uréuje pozici oznaceni na molekule DNA. Takovato mista se pii déleni neméni,

pokud nejsou poskozena. Molekularni markery jsou tedy Cisté¢ vazany na DNA oproti

biochemickym markeriim oznacujici specifické proteiny.

22



Vybér vhodného molekuldrniho markeru zavisi na ptislusné analyze. Jiné
druhy markeri jsou pouzivany pro RFLP, RAPD, AFLP, SNP a podobn¢. Pomoci
téchto skupin riznych molekuldrnich markert se U vyznamnych ekonomickych
plodin vytvaii velice pfesné genetick¢é mapy, které pak mohou byt vyuzity pro

technologii MAS.

2.5 Technologie MAS

Technologie MAS (marker-assisted selection) je zalozena na ptedpokladu, ze
ptitomnost zajmového genu je detekovana specifickym markerem. Tento marker se
véaze ke genu nebo do jeho t&sné blizkosti. Cim je vzdalenost mezi cilovym genem a

markerem vétsi, tim je vétsi neptesnost identifikace.

Pii Slechténi rostlin, mizeme na zdklad¢ statistickych dat a jednotlivych
genetickych map (vytvofenych riznymi molekuldrnimi markery) ptiblizné urcit, jaky
marker je charakteristicky pro zajmovy znak. Zalezi vSak také na tom, zda je tento
znak ur¢en jednim nebo vice geny (QTL) ptfipadné prostfedim. Jednim genem jsou
obvykle charakteristické rezistence K urcitym chorobam, naopak QTL znaky jsou
napiiklad velikost, vyska a podobné. V zavislosti na umisténi zdjmovych genl a

jejich marker rozliSujeme nékolik typt MAS (Kumar 1999).

o GAS (gene-assisted selection)

V tomto ptipad¢ je molekularni marker pfimo lokalizovan do genu
z4jmu. Takovéto markery jsou nejzadangjsi, protoze nezaménitelné urcuji gen
I po mnoha k#izeni. Bohuzel tento typ je velice vzacny a obtizné se takovy

marker hleda (Ruane & Sonnino 2007).

o LD-MAS (linkage disequilibrium marker-assisted selection)

Casty typ, ktery je charakteristicky tésnou blizkosti genu zajmu a

urcitého markeru (Ruane & Sonnino 2007).
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o LE-MAS (linkage equilibrium marker-assisted selection)

Nejhorsi piipad, kdy je velice t&7ké pouziti MAS. Zadny z markert neni

identifikovan pobliz zajmového genu (Ruane & Sonnino 2007).

Nejvétsiho rozvoje MAS technologie doslo U kulturnich plodin. Velké
zemedelské spolecnosti S velkym ocekavanim vkladaly nemalé finan¢ni prostiedky
do rozvoje genetickych map molekularnich markert. U velké vétSiny zemédé€lskych
plodin se tak podafilo vytvofit podrobné mapy molekuldrnich markerti a spojit je
s fenotypovymi znaky. Po nashromdzdéni dat se pocateéni ocekavani zmirnilo,
jelikoz byla zjiSténa nepiesnost V odhadu ptisobeni QTL znakii na plodiny. Pfesto
vSak pouziti MAS pfinesla mnohé uspéchy a pokroky ve Slechténi zemédé€lskych

plodin (Ruane & Sonnino 2007).

2.6 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase Chain Reaction) je velmi
rychlou metodou k ziskani velkého mnozstvi kopii kratkého tiseku DNA. Délka
amplifikovaného fragmentu obvykle nebyva delsi nez 10 000 nukleotid. Vyhodou
této metody je kromé rychlosti | moznost pracovat S malym mnozstvi templatové
DNA. PCR reakce probihd Vv termocyklerech a vyuzivd obdobny mechanismus
replikace DNA probihajici v Zivych builkach. Zacatek a konec amplifikovaného
useku je ohrani¢en vybranymi kratkymi Gseky komplementarni DNA tzn. primery.
Samotné piikladani jednotlivych nukleotidl zajistuje termostabilni Taq polymeraza
(Rychlik et al 1990).

Cely proces zahrnuje cyklické opakovani (30 — 40krat) tfech zakladnich krokd.
V prvnim denatura¢nim kroku (20 — 30 sekund, 94 — 98 °C) probiha rozvolnéni DNA
dvousroubovice na jednotliva vlakna. Druhy krok (30 —40 sekund, 50 — 65 °C) je
charakteristicky navazanim primert a pfisednutim DNA polymerazy. V poslednim
tietim kroku (70— 85 °C) dochéazi Kk samotnému vytvafeni DNA molekuly Taq
polymerazou. Casové rozmezi tohoto kroku zavisi hlavné na délce amplifikované

DNA (Rychlik et al 1990).
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2.6.1 Multiplexova polymerazova retézova reakce

Multiplexova PCR obsahuje v reakéni smési na rozdil od klasické PCR vice
nez jeden par primerd. Vyhoda takového feSeni je amplifikace vice nez jednoho
useku DNA V prabéhu jedné PCR reakce. Ptiprava takové multiplexové PCR reakce
je ale slozitéjsi a komplikovanéjsi, protoze jednotlivé kroky a obsah reakéni smési
musi vyhovovat v§em pfitomnym primerovym pdaram. Proto ne kazd4d kombinace
primeru je mozna. V soucasnosti je tato metoda Casto vyuzivana u detekce SSR a

SNP (Hayden et al 2008).

2.7 Gelova elektroforéza

Elektroforetické rozdéleni makromolekul podle velikosti je klasickou
separac¢ni metodou, ktera se pouziva uz velice dlouho. Principem je rozdé€leni ¢éstic
snenulovym elektrickym nabojem podle velikosti. Takové nabité Castice jsou
napiiklad nukleové kyseliny nebo proteiny, které obsahuji nabité fosfatové skupiny
resp. nabité aminokyseliny. Elektroforetickd soustava se skldda z nadoby, ve které
jsou umisténé z kazdé strany elektrody. Pfi prichodu stejnosmérného elektrického
proudu nadobou se nabité makromolekuly pohybuji riznou rychlosti podle velikosti.
Obsahem nadoby jsou rizné typy geli, které podle vnitini struktury pord urcuji
rozliSovaci schopnost elektroforézy. RozliSujeme nékolik typl elektroforézy podle
pouzitého gelu: elektroforéza v agarovém gelu, elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu a elektroforéza v Synergelu. Kromé gelu je v nadob¢ jesté pufrovaci roztok. Pii
ptipravé gelu se do smési pfiddva malé mnozstvi ethidiumbromidu (EtBr), ktery se
vaze na DNA. Po dokonceni procesu se gel umistuje pod UV svétlo, ve kterém DNA
S navazanym ethidiumbromidem vyrazné€ zafi Vv pfisluSnych pruzich. Alternativni
metoda vizualizace DNA v gelu je pouziti komeréniho barviva SYBR Green,
ptipadné¢ SYBR Safe. Tyto latky jsou citlivéjsi a netoxické, naopak jejich velkou

nevyhodou je vysoka cena (Invitrogen.com — online zdroj).
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2.8 Sekvenovani DNA

Pod pojmem sekvenovani DNA se rozumi metody, pomoci kterych je mozné
zjistit pfesné potadi nukleotidovych bazi v zdjmovém tseku DNA. Technik slouzici

k sekvenaci DNA je n¢€kolik a 1i8i se hlavné rychlosti zpracovani a cenou.

o Maxam-Gilbertova metoda

Tato metoda je zaloZena na chemické reakci DNA na misté urcité baze.
Kratky usek DNA je na svém konci radioaktivné oznacen izotopem fosforu 2p,
Nésledné je vzorek rozdélen a 4 Casti a St€pen riznymi latkami (dimethylsulfat,
hydrazin, piperidin a NaCl). Ruzné¢ dlouhé sekvence DNA jsou oddélené

separovany gelovou elektroforézou a vizualizovany (Maxam & Gilbert 1977).

o Sangerova metoda

Sangerova metoda téz dideoxy metoda se vyuziva pfi sekvenaci kratké
jednovlaknové DNA. V principu vyuziva proces replikace DNA, ktery je
vurditém misté zastaven. Ctvefice reakénich smési obsahuje DNA
polymerdzu, primer a li§i se piitomnosti dideoxyribonukleosidtrifosfatu.
K zastaveni reakce dochédzi pravé pii zaclenéni této latky polymerdzou.

Jednotlivé fragmenty jsou separovany na gelové elektroforéze a vizualizovany

(Sanger et al 1977).
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3. Material a metody

Molekulérni analyza se stala mocnym nastrojem pro Slechténi a cilenou selekci
rostlin pozadovanych znakl. Napiiklad pii hledani Al rostlin se pouzivaji selekéni
markery pro geny zajiStujici autoinkompatibilitu. Pomoci téchto markertt miizeme uz
vranych fazich ontogenetického vyvoje rostliny selektovat dle Slechtitelského

zaméru rostliny s pozadovanymi vlastnostmi.

3.1 Material

Pro analyzy byly pouzity soubory genetickych zdroji fepky vyuzivanych
v programech hybridniho Slechténi na vyzkumném pracovisti rostlinné vyroby
VURV Praha — Ruzyn&. Soubory rostlin obsahovaly donory autoinkompatibility,
segregujici populace dihaploidnich Al a AK rostlin, donory CMS systému
Ogu-INRA a Shaan 2A, udrzitele sterility a obnovitele fertility. Pfi PCR reakcich
byly pouzity primerové pary pouzivané k selekci AI/AK rostlin (tab. 1).

27



primer nukleotidova sekvence 5- 3 zdroj
PSE ATGAAAGGCGTAAGAAAAACCTA Mishio et al. (1996), B. rapa
PS15 CCGTGTTTTATTTTAAGAGAAAGAGCT Mishio et al. (1996), B. oleracea
e CAGCATCTACTCGAGATTGALC Brace et al. (1993), B. oleracea
f ABAAICIG)CCATCTCCACTGCAGCT Brace et al. (1993), B. oleraces
PK1 CTGCTGATCATGTTCTGCCTCTGG Mishio et al. (1997), B. oleracea
PK4 CAATCCCAAAATCCGAGATCT Mishio et al. (1997), B. oleracea
BnSLG+Brs47 TGTATGGGTTGCCAACAGAG nepublikovany, B. rapa
BnSLG-WWs-1 TCGCTAAGGCACCTCTTCTC nepublikovany, B. rapa
SLGa F GATTCTACTTCCTCCTGCCT Zhang et al (2008), B. rapa
SLGa R ATTACAGTCGCTAAGGCACC Zhang et al (2008). B. rapa
SCO3F TGATGCAGGAACCTTGAAGC (Zeng et al 2009)
SCO3R GAGCATCTTGCATGGAGGTC (Zeng et al 2009)

Tab. 1 Seznam pouzitych primerQ

3.2 lzolace DNA

DNA se izoluje z d€loznich listkd nebo pIné vyvinutych listi. Listové pletivo
odebirame z Cerstvého materidlu nebo materidlu uchovavaného ve zmrazeném stavu.
Pii dlouhodobém uskladnéni drzime rostlinny material hluboce zmrazeny (- 80 °C),
pro kratkodobé ulozeni postaci teplota — 20 °C. Po dobu zpracovani pied izolaci se
snazime rostlinny material uchovavat na ledu pfti teploté (0 °C). Nasledn¢ provadime
izolaci DNA. K té mizeme vyuzit bud’ nékterou ze standardnich izolaénich metod,

nebo nékterou z extrakénich metod s vyuzitim komerénich kitd.

3.2.1  Extrak¢ni metody s pomoci komer¢nich kiti

3.2.1.1 Izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN)

Tento komercni kit je zaloZen na principu purifikace DNA pomoci specidlnich

kolon. V prvni fazi dochazi na koloné k zachyceni polysacharidi, proteinti a dalsich
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necistot. Ve druhé fazi se na druhé koloné¢ zachycuje DNA. Ve tieti fazi ziskanou

DNA vymyvame z kolony eluénim roztokem (Curn et al 2012).

3.21.2 Izolace DNA pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kitu
(INVITEK)

Metoda vyuzivéa unikatni patentované technologie Invisorb®, kterd umoziuje
rychlou a ucinnou izolaci kvalitni DNA. Metoda je zalozena na principu purifikace
DNA v kolonach. Podstatou je interakce mezi negativné nabitymi fosfatovymi
skupinami DNA a pozitivné nabitymi skupinami na povrchu membrany Vv kolong,
kde se DNA vaze a po piecisténi se uvolni vhodnym eluénim pufrem. Vazba nebo
naopak uvolnéni DNA z kolonky zavisi na koncentraci soli a pH pouzitych pufri

(Curn et al 2012).

3.2.2 Standardni izola¢ni metody

3221 Izolace DNA pomoci CTAB

Tato metoda byla poprvé popsana Williamsem et al (1992). Jeji hlavni vyuZiti
je pii izolaci vétsiho mnozstvi DNA pro AFLP analyzy nebo obecnou standardizaci
procest. Principem této metody je schopnost vazby CTAB k nukleovym kyselinam.
Takto vytvoreny komplex je pii vysoké koncentraci soli rozpustny. Naslednym
zfedénim komplex znovu vysrazi. Vyhodou CTAB je i jeho pusobeni jako detergent,
ktery umozni nukleovym kyselindm uvolnéni od membran a proteind. Kombinaci

rizné koncentrace soli a rozpousténim lze ziskat velké mnoZstvi Cisté DNA.

3.2.2.2 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

Metoda v principu totozna s metodou izolace DNA pomoci CTABu, ktera je
navic obménéna pfidanim polyvinylpyrrolidonu. PVP (polyvinylpyrrolidon) se podili
na zisku jesté &istsi a kvalitn&jsi DNA odstranénim dalsich kontaminantii (Curn et al

2012).
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3.3 Postupy pouzitych izola¢nich metod

3.3.1

Postup:

O

O

©)

3.3.2

Postup:

o

Tissue

Sterilni pinzetou odebrat 50 mg rostlinného materiadlu do mikrozkumavky
Homogenizovat v mikrozkumavce pomoci tieciho tloucku

K rostlinnému materidlu ptidat 40 ul 0,25 M NaOH

Mikrozkumavky pienést do teploty 100 °C na 30 sekund, poté 5 minut nechat
vychladnout pfi teploté 0 °C

Do mikrozkumavek piidat 40 pul 0,25 M HCI a 20 ul 0,5M Tris (pH 8) +
0,25 % Nonidet 40

Mikrozkumavky sto¢it v centrifuze

V posledni fazi mikrozkumavky pienést do teploty 100 °C na 2 minuty, poté

presunout do mrazédku — 20 °C

CTAB

Sterilni  pinzetou odebrat 20-30mg rostlinného materialu do
mikrozkumavky

Homogenizovat v mikrozkumavce pomoci tteciho tloucku

Namichat a nahtat na 65 °C roztok 2x CTAB — PVP + 1 % merkaptoethanol
K rostlinnému materidlu ptidat 250 pl pfipraveného predehiatého roztoku 2x
CTAB - PVP + 1 % merkaptoethanolu

Inkubovat mikrozkumavky ve vodni lazni o teploté 65 °C po dobu 45 minut
Cetrifugovat mikrozkumavky rychlosti 12 000 otacek za minutu po dobu
10 minut

Odebrat supernatant do nové mikrozkumavky

Pridat do kazdé mikrozkumavky 250 pl roztoku chloroformu s IAA

Pienést na tfepacku a tiepat po dobu 10 minut

Cetrifugovat mikrozkumavky rychlosti 12 000 otacek za minutu po dobu

5 minut
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o Odebrat vodni fazi do nové mikrozkumavky

o Pridat do kazdé mikrozkumavky cca 40 ul 5 % roztoku CTABuU

o Pfidat 250 ul roztoku chloroformu s IAA

o Pienést na tfepacku a tiepat po dobu 10 minut

o Cetrifugovat mikrozkumavky rychlosti 12 000 otacek za minutu po dobu
5 minut

o Pfenést vodni fazi do findlnich mikrozkumavek

o Pfidat cca 130 ul izopropanolu

o Ulozit mikrozkumavky do mrazaku — 20 °C po dobu 1 — 24 hodin

o Cetrifugovat mikrozkumavky rychlosti 12 000 otacek za minutu po dobu
10 minut ve vychlazené centrifuze na teplotu 4 °C

o Slit supernatant Z mikrozkumavek a zbyly pelet rozpustit v 300 ul vody

o Pfenést na piedehfatou tfepacku na 37 °C na dobu 30 — 60 minut

o Pridat cca 600 ul ledoveé vychlazeného 100 % etanolu

o Mikrozkumavky lehce promichat a ulozit do mrazaku—20 °C po dobu
minimalné 20 minut

o Cetrifugovat mikrozkumavky rychlosti 12 000 otacek za minutu po dobu
10 minut ve vychlazené centrifuze na teplotu 4 °C

o Odstranit supernatant a pfilit 1000 ul 70 — 90 % etanolu

o Mikrozkumavky promichat a cetrifugovat rychlosti 12 000 otacek za minutu
po dobu 10 minut ve vychlazené centrifuze na teplotu 4 °C

o Odstranit supernatant a zbyly pelet vysusSit

o V posledni fazi pfidat 50 ul vody a rozpoustét ve vodni lazni vyhfaté na

teplotu 37 °C po dobu 40 minut

3.4 Analyzy DNA markeru

34.1  Analyza SLG |

Tato analyza je zaménéna na detekci vysoce polymorfniho genu SLG tfidy I,
ktery se nachazi v S-lokusu Brassica napus. Identifikace jeho pfitomnosti

v analyzovaném vzorku je zaloZena na amplifikaci specifického tseku DNA
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0 velikosti 1330 bazi. Amplifikace se provadi PCR technikou za pouziti primera PS5
a PS15 (Curn et al 2011).

3.4.2  Analyza SLG Il

Stejnou technikou jako v ptedchozi analyze se amplifikuje gen SLG tiidy II.
Gen je téz lokalizovan na S-lokusu, ale je recesivni vuci predchozimu genu.
K amplifikaci dochazi u specifického useku 0 velikosti 1100 bazi pfi pouziti PS3 a
PS21 primer (Curn et al 2011).

3.4.3 PCR-RFLP analyza genii SLG

PCR-RFLP analyza vyuziva PCR produkty =ziskané pii této reakci
s prislusnymi specifickymi primery S-lokusu (geny SLG tiidy I a tfidy II). Nasledné
jsou produkty PCR roz§tépeny vybranymi restriktdzami. Vysledné fragmenty jsou
dle velikosti rozdéleny na gelové elektroforéze (Park et al 2002). Naslednym
porovnanim s katalogem S-haplotypu lze ur€it, 0 jaky typ se jedna. Jeden takovy
katalog pro restriktdzu Afal vytvoftil Nishio et al (1996). PCR-RFLP analyza nasla
uplatnéni pii detekci polymorfizmi a identifikaci specifickych S-haplotypu. Jedna se
0 rychlou a levnou metodu odliSeni S-haplotypti v rané fazi ontogeneze fepky (Curn

et al 2011).

3.44  Analyza SCR ||

Tato analyza se pouziva pro detekci pfitomnosti vysoce polymorfniho genu
S- lokusu SCR téz SP11. Zjisténi ptitomnosti se provadi PCR analyzou testovaného
vzorku. Amplifikovany fragment ma velikost ptiblizné 280 bazi a k jeho multiplikaci
se pouzivaji dvojice specifickych primerd SCRIIa — SCRIIb, SCRII_1a— SCRII_1b,
SCRII_2a— SCRII 2b (Zaludova 2007, Curn et al 2011).
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3.5

Méreni koncentrace DNA

Pro méfeni koncentrace DNA V izolatu byl vyuzivan fluorometricky pfistroj —

QubitT™ Fluorometer

Postup méfeni:

©)

O

o

3.6

Priprava pracovniho roztoku smichanim dvou latek zkitu Quant-iT™

Solution a Quant-iT™

buffer v poméru latek 1:200

Ptiprava standardniho roztoku smichdnim 190 pl pracovniho roztoku a 10 pl
standardu

Piiprava roztoku vzorku smichanim 180 —199 ul pracovniho roztoku a
1 —20 pl roztoku DNA

Po zvortexovani a 2 minutové pauze zménit koncentraci piistrojem QubitT ™

Fluorometer

Postup PCR reakce

PCR reakce byla provadéna v objemu 20 ul za pouziti komeréniho mixu PPP

master mix spole¢nosti Top-Bio.

Slozent:

150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25 °C), 40 mM (NH,4),SQO4, 0,02 % Tween 20,
5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP,
100 U/ml Tag-DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva.

Schéma pipetovani:

o

o

o

10 ul PPP master mix
0,2ul  BSA
05ul  SLGaF+0,5pulSLGaR

05ul  SCO3F+0,5ul SCO3R
1ul  DNA
68l  HO0
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Amplifikace byla provadéna v termocyklerech GENE PRO s nasledujicim teplotnim
schématem:
o Pocate¢ni denaturaéni faze 95 °C 3 minuty
o Opakujici se cyklus 35 krat 94 °C 30 sekund
58 °C 45 sekund
72 °C 1 minuta
o Konec¢na elongace 72°C 10 minut

o Zastaveni 4°C

3.7 Elektroforeticka separace

Elektroforetické rozdéleni DNA fragmentd bylo provadéno Vv elektroforetické
van¢ s 1x TBE pufrem (10,8 g Tris, 5,59 kyseliny borité, 4 ml 0,5M EDTA,
doplnéno do 11 Hy0). PCR roztok byl nandSen do 1,5% agarového gelu
s ethidiumbromidem (250 ml TBE, 2,5g agardozy a 5pul 1% ethidiumbromidu).
Okrajové sloty byly vyplnény 100 bp DNA ladderem. Na elektroforéze byl prvnich
10 minut nastaven proud na velikost 40 V, poté byla jeho hodnota zménéna na 80 V.
Cela separace probihala obvykle kolem 3 hodin. Pro vizualizaci rozdélenych DNA
fragmentli byla vyuZita vlastnost ethidiumbromidu navdzaného na DNA zéfit v UV
svétle. Vysledny gel byl ozafen UV svétlem a vyfocen fotoaparatem ve fotokomofte.
Tyto snimky byly poté pfeneseny do pocitace, kde byly softwarové upraveny a

vyhodnoceny.

34



4. Vysledky

4.1 lzolace DNA

V ramci zadaného ukolu diplomové prace bylo hodnoceno nékolik zplsobt
izolace DNA z listového pletiva fepky. Vzhledem k tomu, Ze bylo nutné zpracovat
velké mnozstvi vzorki, byl hlavni zietel dan predevsim na technickou proveditelnost
a finan¢ni nendrocnost. Déle byla posuzovana schopnost ziskané DNA amplifikovat
pii PCR reakci a konstantni koncentrace ziskané DNA. Ukazka posouzeni
koncentrace DNA u jednotlivych metod je uvedena v tabulce 2 —metoda tissue
s navazkou cca 20 mg, tabulce 3 — metoda CTAB s navazkou cca 25 mg a tabulce 4 —

metoda tissue s navazkou cca 50 mg.

Tab. 2 metoda tissue s navazkou cca 20 mg

oznaceni rostliny | obsah DNA [ng/ul]
517 748
570 81.4
HaG 744
597 110

Tab. 4 metoda tissue s navazkou cca 50 mg
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oznaceni rostliny | obsah DNA [ng/pl] oznaceni rostliny | obsah DNA [ng/pl]
244 67.3 20 575
256 4 35 21 36,9
262 17,3 22 19
273 4 47 24 318
299 7.85 27 69,1
304 196 159 81,3

Tab. 3 metoda CTAB s navazkou 25 mg




metoda mnoZstvi rostlinného | primémy obsah| zisk DNA z 10 mg
materidlu [mg] DNA [ng/ul] | rostl materidlu [ng/ul]

tissue 20 257 12.9

CTAS 25 493 197

Tab. 5 Porovnani izola¢nich metod

Porovnani izola¢cnich metod

zisk DNA z 10 mg rostl. materialu [ng/pl]

tissue

CTAB

Graf. 1 Porovnani izola¢nich metod

V ramci prace byly hodnoceny metody izolace DNA pomoci komer¢nich kitt

DNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN), Invisorb Spin Plant Mini Kitu (INVITEK),

standardni metody CTAB a jeji zrychlené alternativy a rychlé metody tissue.

V tabulce 5 a Grafu 1 je porovnan zisk z metod tissue a CTAB. Po zhodnoceni

veskerych kritérii byla vybrana metoda izolace CTAB.

4.2 Testovani vhodnych primeri

Pti hodnoceni vhodného paru selek¢nich primert pro odliSeni AI/AK rostlin

byly vybrany reprezentativni Al a AK rostliny. Po izolaci jejich DNA byly

v nasledné PCR reakci pouzity rizné pary primeru:
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o Obr. 5 primerovy par PS5/PS15

o Obr. 6 primerovy par e/f

o Obr. 7 primerovy par PK1/PK4

o Obr. 8 primerovy par Bn47Br F / Bn47Br R

Dale byly také testovany rizné podminky PCR reakce a kombinace vice
primerovych dvojic. Jako Al jsou na pfiloZzenych obrazcich oznaceny rostliny 21, 22
a 24. Zbylé dvé rostliny 20 a 159 ptedstavuji zastupce autokompatibilnich rostlin
(AK). Nejlepsiho selekéniho vysledku bylo dosazeno pfi pouziti primerového paru

SLGa, ktery byl doplnén jesté parem SCO3 pro ovéteni PCR reakce (obr. 9).

M 20 21 22 24 159 M 20 21 22 24 159

Obr. 5 primerovy par PS5/PS15 Obr. 6 primerovy par e/f

M 20 21 22 24 159 M 20 21 22 24 159

Obr. 7 primerovy par PK1/PK4 Obr. 8 par BnSLG+BrS47/BnSLG-Ws-1



L 486 487 492 493 495 496 499 503 504 505 507 509 510 512 513 515 517 518 520 524 525 527 L
- - ' — - — ' ' Ko

s —— - -
SLGa F+R, SCO3 F+R ;

Obr. 9 Multiplex SLGa a SCO3

4.3 Molekularni selekce AK rostlin

V ramci diplomové prace bylo z kombinovaného souboru Al a AK rostlin
vybrana mnoZzina 176 rostlin. U téch rostlin byl fenotypovym zkoumdnim urcen
ptiblizny AI/AK status (piiloha 2). K molekularnimu rozliSeni AI/AK rostlin byl
vyuzit markerovy SLG gen. Ze Sirokého spektra primert tohoto genu byla na zaklad¢
kombinovaného testovani vybrana dvojice primerd SLGa F a SLGa R (Zhang et al
2008). Tato dvojice SLG primerd ohranicuje usek piiblizné velikosti 1050 bp
selekéniho genu SLG. Tato amplifikovand ¢ast DNA na gelu je povazovdna za

vybérovy znak genomu AK rostlin.

Dvojice primerti SLGa byla doplnéna jesté¢ parem primerit SCO3 F a SCO3 R
(Zeng et al 2009). Tyto primery ohranicuji usek DNA 0 velkosti 700 bp bez ohledu
na kompatibilitu rostlin (obr. 10). Timto komplexem 4 primeri je zajiSténa selekce
AK rostlin (fragment o velikosti 1050 bp), kontrola pfitomnosti dostate¢ného
mnozstvi DNA a ovéfeni spravného pribéhu PCR reakce (fragment o velikosti
700 bp).

Z celkového poctu 176 rostlin bylo na zédkladné komplexu vybranych primert
selektovano 49 AK rostlin, zbylym 127 byl pfifazen Al status. Pii porovndni

piedbézného hodnoceni s molekularni selekci doslo ke shodé u 76 % rostlin (graf 2).
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SLGa F+R
SCO3 F+R.

Obr. 10 Kombinace primerti SLGa F+R a SCO3 F+R selekéniho genu SLG

Shoda molekularniselekce s predbéznym
hodnocenim

Graf. 2 Vyhodnoceni podobnosti mezi molekularni selekci a ptedbéznych hodnocenim rostlin
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5. Diskuze

5.1 Porovnani jednotlivych metod izolace DNA

Vybér jednotlivé metody zavisi na mnoha faktorech a pfedevsim na pozadavku
konkrétni Slechtitelské stanice. Idedlni metoda izolace DNA by méla byt jednoduse
proveditelnd a ekonomicky nendro¢nd. Nezanedbatelnym faktorem je také Casova
mnozstvi ¢isté DNA pro konkrétni vyuziti. Proto je tieba se na vybér vhodné izola¢ni
metody divat ze vSech moznych thlu a zvolit v rdmci optimalizace celého procesu tu
nejvhodné;jsi.

Podle vypracované metodiky Curn et al (2011) porovnavajici viechny uvedené
metody izolace DNA pro rozliSeni Al a AK se autorim zdala nejlepsi volbou izolace
pomoci Inisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK). Vysoka cena tohoto kitu je v tomto
ptipad¢ vyvazena standardizaci DNA vzorkd a opakovatelnosti ipfi rozdilnosti

rostlinného materialu.

V ramci diplomové prace byl hodnocen podobny seznam metod izolace DNA
jako u piedchozich autord —izolace DNA pomoci komerénich kiti DNeasy Plant
Mini Kitu (QIAGEN), Invisorb Spin Plant Mini Kitu (INVITEK) a standardni
metody CTAB. Navic byly za¢lenény i nékteré dalsi zrychlené a finanéné nenaro¢né
metody CTAB a metoda tissue. Izolaéni metody pomoci dvou zminénych
komerénich kit poskytovaly ¢istou DNA 0 konstantni koncentraci. Zaroven je jejich
velkym plusem také ¢asova nenaroc¢nost. Naopak obrovskym minusem jsou finan¢ni
naklady pfi zpracovavani velkého poctu vzorku. Takovéto metody jsou vhodné spiSe
jako rychlé a univerzalni metody izolace riiznych rostlinnych pletiv pii malém poctu

vzorkli. Metoda izolace CTAB poskytovala velice Cistou DNA 0 konstantni
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koncentraci. Ziskand DNA také vyborné amplifikovala pii navrzené PCR reakci.
Dalsi vyhodou této metody byla ijeji finan¢ni nenaroc¢nost. Jedingym podstatnym
minusem je ¢asova naroc¢nost tohoto postupu, ktery obvykle zabere dva dny pro
jednu sadu vzorkt. Alternativni zrychlené metody CTAB a rychla metoda tissue tuto
nevyhodu nemaji. Obvykle jsou tyto metody velice rychlé a také finan¢n€ nenarocné.
Jejich nevyhodu vsak je, ze ne vzdy poskytuji dostate¢né¢ koncentrovanou a Cistou

DNA. Takto ziskand DNA ne vzdy spravné amplifikuje pti PCR reakci.

5.2 Vybér vhodnych primeri

5.2.1 Primerovy par PS5/PS15

Dle studie Zhang et al (2008) specificky primerovy par PS5/PS15 tiidy I genu
SLG vystépoval fragment 0 délce piiblizné 1300 bp u AK rostlin, u Al rostlin
nedochazelo k zadné amplifikaci. Nevyhodou tohoto paru byla neschopnost
amplifikovat tento fragment uvsech AK rostlin zpopulace AK rostlin
s S-haplotypem ,,Defender. U nckterych jedinchi  dochazelo ke tvorbé
nerozliSitelnych fragmentli a selekce pomoci téchto primerti nebyla spolehliva.
V naSem piipadé pii pouziti primerového paru PS5/PS15 dochazelo k vytvafeni
nespecifického pozadi bez jasné zietelnych pruhi u AK i Al rostlin (obr. 5). Problém
mohl byt zplisoben odliSnou nukleotidovou sekvenci primerovych mist, ptipadné
Brace et al (1994) navrhoval, Ze neschopnost stabilni amplifikace pii pouziti

PS5/PS15 mtize odrazet jejich heterozygotnost rostlin.

5.2.2  Primerovy par e/f

Podle nasich pokust tento primerovy par amplifikoval jeden vyrazny fragment
0 pfiblizné velikosti 290 bp (obr. 6). Po nasledném S§tépeni tohoto useku, dokazaly
vysledné fragmenty AK/AI rostliny. V nékterych ptipadech byl vSak tento par
nespolehlivy a zaroven pouziti tohoto primerového paru by bylo finan¢né i casové

o 24

et al (2008) pozorovali u vsech rostlin amplifikaci vice nez jednoho fragmentu,
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s nespolehlivosti rozliSeni AK/AI rostlin podobné jako Vv nasi studii. Takovéto
vysledky mohou byt zpisobeny vysokou podobnosti mist pro pouzité primery

(Zhang et al 2008).

5.2.3  Primerovy par PK1/PK4

Dle studie autord Nishio et al. (1997) tento par primert amplifikuje u AK
rostlin fragment o délce 900 — 1000 bp. Naopak jiné studie pii pouziti odliSnych
odrid tyto wvysledky nepotvrdily. Pii pouziti primerového paru nedochazelo
k vystépeni stejné dlouhych fragmenti, ale k vytvareni nespecifického pozadi. Ani
po zméné podminek PCR reakce nedoslo k amplifikaci stejné dlouhych fragmentu.
Autofi navrhuji, Ze problém by mohl byt zptisoben odliSnou nukleotidovou sekvenci
primerovych mist, ptipadné pfilisnou délkou prvniho nebo tietiho intronu (Zhang et
al 2008). V nasem piipadé podobné jako V praci Nishio et al. (1997) dochazelo
k amplifikaci fragmentu o velikosti 900 bp u AK rostlin (obr. 7). Tento par primera
se pro testovany soubor genotypu dal pouzit jako vhodny selekéni marker AK rostlin.
Dokonce samostatné podaval i ostiej$i pruhy nez nakonec vybrany par SLGa.
V nasem prtipad¢ jsme K jeho pouziti nepfistoupili z divodu absence vhodného paru

do multiplexové PCR reakce.

524  Primerovy par BnSLG+BrS47/BnSLG-WSs-1

Jedna se 0 navrzeny nepublikovany primerovy par, ktery postihuje usek genu
SLG | haplotypu S-47 z B. rapa. Pfislusné ¢islo v NCBI je AB054705.1. Jeho
predpokladana délka je 912 bp. Pfi pouziti tohoto paru doslo k neselektivni slabé
amplifikaci fragmentu o velikosti cca 300 bp (obr. 8). Odlisit AK/AI rostliny pomoci

tohoto primerového paru se nepodafilo.

525  Primerovy par SLGa F/SLGa R

Primerovy par SLGa byl navrzen z SLG-A10 a identifikuje S haplotyp AK
rostlin B. napus. Tento par byl testovan na AK odrad¢ ,,Defender” nesouci

S-47 haplotyp ttidy I pfeneseny z B. rapa (Zhang et al 2008). Nasledna sekvenace
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vyStépené¢ho fragmentu prokazala 97 % shodu s nukleotidovou sekvenci v S-47
haplotypu. Z SLG-A10 byly jesté dale odvozeny primerové pary SLGb a SLGce
(Zhang et al 2008). Primerovy par SLGa vystépuje fragment 0 velikosti 1099 bp,
SLGb fragment 901 bp a SLGc fragment 805 bp u AK rostlin (pfiloha 3).

Schopnost primerového paru SLGa identifikovat AK rostliny byla prokazana
na odradéach SI1300 (AI) a Defender (AK). Pii vzajemném kiizeni téchto dvou odrad
byla schopnost SLGa ovéfena na potomcich Fz a BC1F,. Pti nasi studii byl primer
SLGa vyhodnocen jako nejlepsi selekéni marker. Podobné jako ve studii Zhang et al
(2008) i u nasi odrady vyborné identifikoval AK rostliny fragmentem o velikosti cca
1050 bp. SLGa byl dale doplnén primerovym parem SCO3 (obr. 9) ze studie Zeng et
al (2009). Tento par spolehlivé amplifikuje fragment o velikosti 700 bp u vSech
rostlin a navic je idealni v kombinaci s SLGa, byl vybran asi z 15 potencionalnich

primerovych part k ovéteni PCR reakce.

5.3 Molekularni selekce

Ze souboru 176 rostlin bylo na zakladé molekularni selekce S vyuzitim dvojice
primerid SLGa (Zhang et al 2008) a SCO3 (Zeng et al 2009) vyselektovano
49 autokompatibilnich (AK) rostlin (pfiloha 1). Ostatni rostliny 0 poctu 127 byly
povazovany za Al. Pfi porovnani vyhodnoceni pomoci selekénich markert a
pfedbéZzného hodnoceni na zadkladé fenotypovych znakl doSlo ke shodé u 76 %
hodnocenych rostlin (graf 2). Témér ¢tvrtinovy rozkol 1ze vysvétlit moznym $patnym
urenim rostlin na zdkladé¢ fenotypu. Nemaly vliv byl jist¢ téz zplsoben
nedostateCnou izolaci péstovanych rostlin, které byly izolovany od okolniho
prostiedi sklenikem. Uvnitf skleniku vSak rostliny nebyly opatfeny izolatory, které
by jist¢ jesté¢ vice zamezily cizospraSeni mezi testovanymi rostlinami. Dale se
domnivame, ze K poruseni autoinkompatibility mohlo dojit na zakladé¢ Spatnych
podminek. Pti kveteni této skupiny rostlin totiz panovaly vysoké teploty, které

mohou porusit mechanizmus rozpoznéavani vlastniho pylu (Kucera — osobni sdéleni).
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6. Zavér

V ramci diplomové prace byl testovan Siroky rozsah izolacnich metod DNA
z listového pletiva fepky B. napus. Vzhledem Kk tomu, ze pozadavky na izola¢ni
metodu byly hlavné technicka proveditelnost, spolehlivost a finan¢ni nenarocnost,
byla vybrana sice ¢asové naro¢na, ale spolehliva a levnéjsi metoda CTAB. Tato
metoda poskytla dostatecné kvalitni a ¢istou DNA 0 stabilni koncentraci. Zaroven
takto ziskana DNA byla vhodna pro kombinované PCR reakce.

Autoinkompatibilita u druhu Brassica napus je tfizena sporofyticky. Nicméné
uréity vliv neschopnosti samospraseni lze také ptipsat podminkdm prostiedi a
fyziologickému stavu rostliny (Sakamoto et al 2000). V ramci nasi studie jsme se
zam¢iili na odhaleni Al rostlin pomoci selek¢nich markert. Porovnanim vsech
dostupnych primerovych pard pouzivanych k selekci autoinkompatibility jsme
vybrali dvojici primerovych part SLGa a SCO3. Primer SLGa navrzeny ve studii
(Zhang et al 2008) spolehlivé rozpoznal autokompatibilni rostliny Vv ramci naSich
genetickych zdroji. Druhy primerovy par SCO3 ze studie Zeng et al (2009) vyborné
spolupracoval v multiplexové PCR sprimerem SLGa a jeho zaclenénim jsme
dokazali ovétit spravné probéhnuti PCR reakce u kazdého vzorku. V ramci naSich
genetickych zdroji jsme prokézali, Ze dvojice part SLGa a SCO3 spolehlivé a
zaroven nizkou finanéni naro¢nosti dokaze rozlisit AK/AI rostliny. Jisté¢ bude tato
dvojice dobrou volbou ipro dalsi maker-asistovanou selekci u hybridnich odrad

fepky B. napus.
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8. priloha

Ptiloha 1 RozliSeni AK/AI rostlin dvojici primertt SLGa a SCO3

SLGaF+R SCO3F+R
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Ptiloha 2 Tabulka porovnani pfedbézného fenotypového uréeni s molekularnim

vyhodnocenim
oznaceni predb&Zné | molekularni oznaceni predbéZné maolekularni
rostliny hodnoceni | wwhodnoceni rostliny hodnoceni | whodnoceni
243 Al Al 326 Al Al
244 Al AK 330 Al Al
247 Al AK 332 Al Al
248 Al Al 334 Al - AK Al
249 Al Al 338 Al - AK Al
250 Al - AK AK 339 Al Al
252 Al Al 340 Al AK
254 Al -AK Al 384 Al AK
255 Al Al 387 Al AK
256 A A 388 A A
258 Al AK 381 Al Al
258 Al Al 382 Al Al
260 AK 7 AK 384 Al Al
261 Al Al 385 Al Al
262 Al Al 396 Al Al
268 Al Al 389 Al Al
269 Al - AK Al 400 Al Al
273 Al Al 402 Al Al
274 Al Al 404 Al - AK Al
275 Al Al 405 Al Al
276 Al Al 407 Al Al
290 AK 7 Al 408 Al - AK AK
292 Al Al 409 Al - AK Al
294 Al - AK Al 416 Al Al
295 Al - AK Al 419 Al Al
299 Al Al 420 Al Al
300 Al Al 421 Al AK
301 Al - AK A 422 A A
303 AK 7 Al 423 Al AK
304 Al Al 425 Al Al
305 Al AK 426 Al AK
308 Al Al 427 Al Al
308 Al AK 430 Al Al
310 Al Al 4.31 Al AK
311 Al - AK AK 432 Al Al
312 Al AK 433 Al AK
313 A A 434 A A
314 Al Al 435 Al Al
315 Al AK 437 Al Al
318 Al - AK Al 438 Al - AK Al
320 Al AK 439 Al - AK Al
322 Al - AK AK 441 Al Al
324 Al - AK Al 443 Al Al
325 Al AK 444 Al Al
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Priloha 2 (pokracovani) Tabulka porovnani ptedbézného fenotypového urceni

s molekularnim vyhodnocenim

oznaceni predbézné | molekulami oznaceni predbézné | molekulami
rostliny hodnoceni | whodnoceni rostliny hodnoceni | whodnoceni
445 Al Al 512 Al - AK Al
446 Al AK 513 Al AK
447 Al AK 515 Al - AK Al
448 Al AK 517 Al AK
452 Al AK 518 Al - AK Al
453 Al - AK Al 520 Al Al
454 Al AK 524 Al AK
455 Al Al 525 Al Al
456 Al Al 527 Al Al
457 Al AK 529 Al AK
458 Al AK 530 Al AK
459 Al Al 533 Al AK
461 Al Al 536 Al Al
462 Al Al 537 Al AK
463 Al Al 538 Al Al
464 Al Al 543 Al Al
465 Al Al 544 Al - AK AK
466 Al Al 545 Al AK
467 Al AK 546 Al Al
468 Al AK 550 Al Al
470 Al Al 551 Al AK
471 Al Al 552 Al Al
472 Al Al 553 Al - AK Al
473 Al Al 554 Al Al
474 Al Al 555 Al Al
475 Al Al 558 Al Al
476 Al AK 559 Al Al
477 Al Al 561 Al Al
480 Al AK 564 Al Al
482 Al AK 567 Al Al
485 Al Al 570 Al Al
486 Al Al 571 Al Al
487 Al Al 572 Al Al
482 Al AK 574 Al - AK Al
493 Al Al 592 Al Al
495 Al Al 583 Al Al
496 Al - AK AK 585 Al Al
499 Al Al 596 Al Al
503 Al Al 597 Al Al
504 Al AK 589 Al Al
505 Al Al 601 Al AK
507 Al Al 603 Al Al
509 Al Al 604 Al AK
510 Al - AK Al 606 Al - AK Al

54




Ptiloha 3 primerové pary SLGa, SLGb a SLGc
SLGa SL& SLGc

M P L N Py P Py
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