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ANOTACE:

Ve snaze zvysit produkci je Slechténi zaméteno na linie vyuzitelné pro tvorbu
F1 hybridd. Samci sterilita a autoinkompatibilita by zde pak mohla najit vyznamné
uplatnéni. Velké nadéje jsou v poslednich letech vkladany do tzv. molekularnich
metod, tedy postupl, které v nasem ptipadé vyuzivaji molekularné-genetickych
technik, které jsou rychlejsi, spolehlivejsi a hlavné specifictéjsi nez klasické postupy
zalozené na morfologickych deskriptorech. Cilem diplomové prace byla optimalizace
metod PCR analyzy a vyvoj markeri pro selekci cilovych rostlin v programech

hybridniho Slechténi fepky.

V diplomové praci byl testovan novy marker detekujici gen obnovy fertility
(Rf) u rostlinného materialu CMS Ogu-INRA. Primerovy par RsPPRF2/RsPPRR2
byl vytvoten v kodujici oblasti pro PPR-B protein, ktery se podili na obnové fertility
u CMS Ogu-INRA. Navrzené primery BrSLGIIF/BrSLGIIR se testovaly u Al
rostlin. Nejoptimalnéjsi teplota nasedani testovanych primera BrSLGIIF/BrSLGIIR
byla z testovaného rozmezi 58 °C. Piesto dochazelo k amplifikaci i u AK rostlin. U
nové navrzenych primert byla provedena optimalizace podminek PCR reakce.
S pouzitim dostupnych primera e/f byl technikou PCR-RFLP testovan soubor F;
hybrida vzniklych po kiizeni Al linii s odliSnymi S II haplotypy, za Gcelem detekce

mozného polymorfimu.

Klic¢ova slova: Brassica napus, molekularni markery, PCR, CMS, Al



ANOTATION:

Current breeding of oilseed rape is focused on breeding of F; hybrids and the
male sterility and self-incompatibility could play the significant role in hybrid
breeding programmes. Plant breeders also more widely utilize molecular genetic
techniques for selection of desirable plants/genotypes. Molecular methods are faster,
more reliable and more specific than conventional ones, which are based mainly on
morphological descriptors. The aim of my thesis was to optimize PCR analysis
methods and to develop specific molecular markers for target plant selection in
oilseed rape hybrid breeding programmes.

The new marker for detection of fertility restoration gene (Rf) in CMS
Ogu-INRA plants was tested. New primer pair RsSPPRF2/RsPPRR2 was designed in
the coding region of PPR-B protein, which participates in the restoration of fertility
in CMS Ogu-INRA. Also newly designed primers BrSLGIIF/BrSLGIIR were tested
in Sl plants. The optimal annealing temperaturse of these primers was 58 °C. But
amplification in some SC plants was also observed. The optimization of the PCR
reaction was performed for all designed primers. The set of F; Sl hybrids created by
crossing of two lines with different S Il haplotypes was tested by using of the PCR-

RFLP technique for detection of polymorphism in amplified fragments.

Key words: Brassica napus, Molecular markers, PCR, CMS, SI
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1 UVOD

Od marketingového roku 2007/08 dosahuje produkce fepky olejné v Ceské
republice vice nez 1 mil. t. na osevni plose vice nez 300 tis. ha. V letosni sezon¢ se
odhaduje, Ze fepka byla v Ceské republice zaseta na 420-430 tis. ha. Diivodem
navySeni produkce fepky je zvySeni sklizhovych ploch i dosahovani dobrych
hektarovych vynost. Veskeré sklizené fepkové semeno nachazi uplatnéni na
domécich i zahrani¢nich trzich. Repka olejna piedstavuje v Ceské republice pro

péstitele jednou z rentabilnich komodit (MZE, 2009).

V hybridnim Slechténi fepky olejné (Brassica napus L. conv. napus) se vyuziva
heterozniho efektu ve form¢ nariistu vynosu semene, vynosu oleje, vysky rostlin,
vitality a jistoty pfezimovani. Naopak na znaky jako obsah olejnatosti, hmotnost
tisice semen, odolnost proti poléhani, rezistenci K herbicidim (Kwon et al., 2001) a
obsah glukosinolatii heteroze vliv nema (Koprna et al., 2012). Ve snaze zvysit
produkci je Slechténi zaméfeno na linie vyuzitelné pro tvorbu F; hybridd. Vyuziti
genetickych systémti umoznujicich tvorbu F; hybrida je ve Slechtitelské praci velmi
z4ddané. Samci sterilita a autoinkompatibilita by zde pak mohla najit vyznamné

uplatnéni (Zaludovi et al., 2012).

Slechténi rostlin si klade za cil vytvéiet odridy vhodné pro péstovani k riznym
ucelim a v rozdilnych ptirodnich podminkach. Aby bylo dosazeno tohoto cile, je
nezbytné jednotlivé genové zdroje vyuzitelné ve Slechténi detailn¢ charakterizovat
(Zoufalova et al., 2009). Velké nadéje jsou v poslednich letech vkladany do tzv.
molekuldrnich metod, tedy postupti, které¢ v naSem piipadé vyuzivaji molekularné-
genetickych technik, které jsou rychlejsi, spolehlivéjsi a hlavné specifictéjsi nez

klasické postupy zalozené na morfologickych deskriptorech (Blazkova et al., 2010).

Cilem diplomové prace byla optimalizace metod PCR analyzy a vyvoj markeri

pro selekci cilovych rostlin v programech hybridniho Slechténi fepky.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Popis Brassica napus

Repka olejna (Brassica napus L. var. napus) je fazena do rodu brukev
(Brassica) a spolu s dalsimi asi 170 rody a 2000 druhy do celedi brukvovitych
(Brassicaceae, Diepenbrock et al. 1999). Brassica napus (AACC, 2n = 38) je
relativné mlady allopolyploidni druh, ktery vznikl opakovanym mezidruhovym
kiizenim a zdvojenim genomi rodicovskych druhi (Smykalova et al. 2006; Nicolas
et al. 2012). Predky fepky jsou Brassica oleracea (CC, 2n = 18) a Brassica rapa
(AA, 2n=20; Nicolas et al. 2012).

V ramci rodu Brassica nalézame tfi diploidni druhy — Brassica rapa (AA,2n =
20), Brassica nigra (BB, 2n = 18), Brassica oleracea (CC, 2n = 18) a tfi ptirozené
spontanni amfidiploidi — Brassica napus (AACC, 2n = 38), Brassica juncea (AACC,
2n = 38), Brassica carinata (AABB, 2n = 34). Mnoho studii ukazalo, Ze zminéné tii
amfidiploidni druhy Brassica pochazi z mezidruhového kiizeni mezi tfemi

diploidnimi druhy (obr. ¢. 1; Maoteng et al., 2010).

Obr. ¢& 1 Vztah mezi rodem Brassica (pievzato a upraveno: Maoteng et al., 2010)

B.nigra
BE.2n=16
B.carinata B juncea
AACC. 2n=738 . . a
Brassica AABB. 2n=36

B.oleracea B.napus c B.rapa
CC. 2n=18 AACC, 2n=138 AA 2n=120



Repka olejna je pomérné mlada olejnina mirného pasma (Becka et al., 2007).
Ozima fepka ma v nasich podminkach vegetaéni dobu 300 aZ 340 dnti. Repka vytvaii
mohutny ktilovy kotfen. U ozimé fepky se v podzimnim obdobi vytvoii listova riizice
(faze vegetativni) a na jafe se stonek prodluzuje a zaklada se kvétenstvi (faze
generativni). Kveteni porostu zpravidla trva 20 - 25 dni a vétSinou celé probihd v
kvétnu. Obvykle zluty kvét je stavén podle Cisla 4. Dvoutradd SeSule zpravidla
obsahuje 15 - 20 semen s hmotnosti tisice semen 4,5 az 5,5 g. Semena jsou zpravidla
tmavé fialovohnéda az Sedoderna a leskla. Repka ozima je typickou dlouhodenni
rostlinou, pro jejiZ jarovizaci je vhodngjsi kratky den. Repka je rostlinou véelomilnou
(Agritec, 2012), je fakultativné cizosprasna, ovSem samosprasnost u modernich

odrid zcela prevazuje (Zaludova et al., 2012).

Repka vynika vysokou plasticitou, diky které prosla za poslednich t¥icet let
vyraznou kvalitativni zménou. Prvni, nejvyznamnéjsi, byla pfeména fepky olejné
z technické plodiny na plodinu, kterd se stala jednou nejvyznamnéj$ich surovin
potravinaiského pramyslu (Becka et al., 2007). Zna¢ny posun ve snizeni obsahu
nezadoucich glukosinolati (GSL) v pokrutinach a kyseliny erukové (KE) v oleji je
toho jasnym dikazem (tab. ¢. 1, Prugar et al., 2008). Intenzivnim Slechténim doslo
K vyrazné zméné v obsahu a slozeni masnych kyselin dle individualnich pozadavki

zpracovatelti (Becka et al., 2007).
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Tab. & & 1 Slechtitelsky pokrok a jeho vliv na vyufiti a péstovini iepky olejné v CR
za poslednich 30 let (dle Prugar et al., 2008).

Obdobi Charakteristika odrid Vyuziti
(priblizné)
dor. 1975 EG typ odrid s nevyhovujici malé moznosti potravinaiského
potravinaiskou a krmnou kvalitou | vyuziti; olej hlavné pro technické
— vysoky obsah KE (cca 50 %) ucely; nizké osevni plochy

v oleji a GSL ve Srotu (nad 80
umol/g semene)

r. 1975 az | O typ odrld se snizenym obsahem | potravinatrské vyuziti; prakticky

1985 KE (do 5 %), ale nesnizenym bez krmivarského uplatnéni;
vysokym obsahem GSL zvySeni osevnich ploch
r. 1985 az 00 typ odrid s minimalnim bezproblémové potravinaiské
soucastnost obsahem KE a nizkym obsahem vyuziti; pridavani Srotd a vyliskt
GSL (od r. 2005 do 18 umol/g do krmnych smési; zvySeni
semene Vv osivu pfi registraci osevnich ploch
odrid)
odr. 1995 Rozsifeni hybridnich odrud stejné vyuziti jako 00 odridy;
(nejdrive na bazi systému MSL uplatnéni heterozniho efektu v
Lembke, pozdé&ji Ogu-INRA) podob¢ vyssich vynost; obecné
lepsi odolnost rostlin proti
stresortim; zvy$eny obsah GSL u
prvnich Ogu-INRA hybridi
od r. 2000 Vykonné liniové odridy s velmi narust osevnich ploch; Slechténi
nizkym obsahem GSL, nové trendy | odrud se specialnim slozenim
— zménéna skladba mastnych olejti; potravinaiské ucely; MERO
kyselin v oleji, Zlutosemenné pro vyrobu bionafty; tolerance
odrudy, trpasli¢i odrady, vyuziti K herbicidim; mrazuvzdornost,
GMO technologii atd. odolnost k chorobam a sktidctim
atd.

Kvalita fepkového oleje je posuzovana podle procentualniho podilu
jednotlivych mastnych kyselin. U dvounulovych odriid je dominantni kyselina
olejova C18:1. Celkové je vhodnost fepkového oleje pro potravinaiské vyuziti dana
nizkym obsahem nasycenych mastnych kyselin (kyselina palmitova, stearova,
arachovd a behenovd), vysokym obsahem mononenasycené kyseliny olejové a
pfiznivym pomérem i obsahem esencialnich kyselin linolenové a linolové (v poméru
2:1). Repkovy olej ma i pomérné vysoky obsah tokoferoli od 378 do 800 mg.kg™.
Obsah kyseliny erukové zpusobujici Spatnou resorpci pii traveni, retardaci rustu a

kardialni lipidéozu byl diky Slechtitelskému pokroku prakticky snizen na témeéft
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nulovou hodnotu. Opaénym smérem $lechténi lze dosdhnout zvyseni obsahu kyseliny
erukové na 50-60 % (odrida Oaza, Erox). Jedna se o tzv. ,,E0* typ fepky, jejiz olej je
urcen pro vyrobu maziv, detergentli a dalsi specidlni ucely. Vyuziti a péstovani E0O
typt fepky je vSak zavislé na zajmu ze strany zpracovatelll. Odridy péstované u nas
jsou vyhradné ,,00° typu, tj. s nizkym obsahem glukosinolatti ve Srotu a kyseliny
erukové v oleji. Odriidy registrované a doporucené v Ceské republice maji zatim
standardni zastoupeni mastnych kyselin v oleji a vyrazné¢ se neli$i ani dal$imi
kvalitativnimi parametry, kromé obsahu glukosinolati, kde je patrna vyraznéjsi
variabilita. Ve svété je vsSak jiz v praxi rozSifeno nékolik odrid se zménénou
skladbou mastnych kyselin v oleji, které byly vySlechtény konvencnimi postupy i
genovymi modifikacemi viz. obr. ¢. 2. V ptipadé Ogu-INRA hybrid neni kvalita
oleje limitujicim faktorem pii jejich Slechténi. Hlavnim nedostatkem je kromé
vysokého obsahu GSL niz§i obsah oleje u prvnich restaurovanych hybrida, ktery je
dan rovnéz nizkym obsahem oleje u pouzitych linii obnoviteld fertility (Koprna,

2008).

Obr. & 2 MoZné modifikace obsahu mastnych kyselin v oleji a jejich
piedpokladané vyuZiti (Koprna, 2007).

typ modifikace obsahu mastnych kyselin Vyuziti

nizky obsah k. linolenové (HOLL fepka) vy§si oxidacni stabilita oleje

vysoky obsah k. kaprylové a kaprové intravenozni energeticke vyziva
vysoky obsah k. laurové (nad 40 %) vyroba cukrovinek

vysoky obsah k. palmitoveé margarin, pokrmovy tuk a cukrovinky
vysoky obsah k. stearové (nad 30 %) margarin, pokrmovy tuk a cukrovinky
nizky obsah k. palmitove salatove oleje

nizky obsah k. stearové salatové oleje

vysoky obsah k. palmitové a stearové margarin a cukrovinky

vysoky obsah k. olejové nad 80 % zvysena stabilita pii tepelném namahani
vysoky obsah k. myristové a palmitové nahrazky masla

vysoky obsah k. petroselinove polymery, detergenty

vysoky obsah k. ricinoolejové mazadla, zmékéovadla, kosmetika

12



2.2 Péstovani Brassica napus v CR

Zacatkem devadesatych let minulého stoleti doSlo pomérné vyraznému
propadu péstovani fepky, a to do znacné miry v dusledku restrukturalizace naseho
zemedélstvi. Od roku 1993 nasledoval viceméné kontinudlni rast vynost. K
preruseni ristu vynosu vSak doSlo poskozenim porosti v dusledku Spatného
pfezimovani (1996 a 2003), resp. nebyvalym vyskytem houbovych chorob a
bejlomorky kapustové (2002). Sklizn¢ fepky od roku 2004 patii vynosové mezi
velmi dobré; mimotadné uspésny byl rok 2004, jenzZ se stal diky prakticky idealnimu
prib&hu pocasi se znaénym odstupem od ostatnich let rokem rekordnim. Repka se v
Ceské republice péstuje na provoznich plochach jiz vice nez deset let, a to od roku
1998. Pocateni vyrazné zvySovani ploch bylo vystfiddno mnohem mirn€j$im

tempem rastu mezi roky 2002/03 a 2007/08 (Baranyk, 2012).

Obr. & 3 Mapa péstitelskych oblasti v Ceské republice (Baranyk, 2012).

] 1. velmi tepla oblast
] 2. tepla oblast
] 3. chladna oblast

V poslednich letech jsou vSak ptirtistky podilu hybridnich odrid na celkovych
plochach tepky opét vyznamné a pro sklizeii 2010 byla poprvé piekrocena hranice
40 % (Baranyk, 2012). Vroce 2011/12 se v Ceské republice péstovalo
neuvétitelnych vice nez 50 riznych hybridnich odrid fepky ozimé (obr. ¢. 4). Jejich
vymeéra a s tim souvisejici vyznam se pohybuje od nékolika hektarli az po desetitisice

hektarti, celkem se vSak jedna o cca 63 % celkové osevni plochy fepky zalozené

13



certifikovanym osivem, coz nejlépe doklada rostouci oblibu téchto odrid mezi

nasimi péstiteli (Agrotip, 2012).

Plocha tepky (2012) vzrostla o 28 tis. ha (o 7,5 %) na 401 tis. ha (obr. ¢. 5) a
poprvé v historii piesahla Ctyfistatisicovou hranici. Proti roku 2002 doslo k nartistu o
88 tis. ha (Cesky statisticky Giad, 2012). V leto$ni sezoné se odhaduje, Ze fepka byla
v Ceské republice zaseta na 420430 tis. ha. V soudasnosti zaujimaji hybridy na

ceskych polich vice nez dvé tfetiny z osetych ploch.

Obr. & 4 Podil hybridnich odrid Fepky ozimé v CR od roku 1998 (Agrotip, 2012).

70 A
y = 0.0747x% - 1,4718%% + 11,148x - 10,485 63.1
R* = 0,9863
60
Polynomicky trend 48,6
50 A
40,6

40 1 351 G
30 26,2

] 25,2

21,6 236 210
202

20 1 125 B3

Obr. & 5 Produkéni vinos a hektarovy vynos fepky (Cesky statisticky uiiad, 2012)

REPKA
450 3.6
400 1 L 3.3
3.0
300 1
1 - 2.7
= 250 =
£ 200 L o4
150 =1
Fo=2.1
100 1
50 -1 r1.8
[s] I T - v - - - - T T 1.5
2002 2004 2006 2008 2010 2012
T produkeni plocha hektarovy vwnos

trend vy noso
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2.3 Hybridni Slechténi Brassica napus

V hybridnich §lechtitelskych programech je nezbytné zajistit efektivni systém
kontroly pii opylovani, ktery zabrani samospraseni v ramci jedné rostliny, nebo na
urovni matefské rodiCovské linie. Pii pouziti samospraSnych rostlin v hybridnim
Slechténi jsou vyuzivany rtizné ptistupy a systémy zabraiujici samospraseni na
urovni mateiskych rostlin (Havlickova et al., 2013). Ve snaze zvysit produkci je
$lechténi zaméteno na produkci linii vyuzitelnych pro tvorbu Fy hybridt (Zaludova et

al., 2012).

Jednotlivé kvantitativni a kvalitativni sméry §lechténi u fepky lze rozdélit na:

1. kvantitativni charakteristiky (Agritec, 2012)
- vynos nad 4 t/ha semen
- zimovzdornost
- zdravotni stav — odolnost proti chorobam, fomové ¢ernani stonku (Phoma

lingam), hlizenka obecna (Sclerotinia sclerotiorum)

2. zlepSeni kvality oleje (tab. ¢.2, Koprna, 2007)

zvySeni obsahu oleje v semeni

- zména zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin v oleji (snizeni obsahu
kys. linolenov¢)

- zvySeni obsahu jednotlivych a celkovych tokoferolt (reps. jinych
antioxidantl)

- zvySeni obsahu jednotlivych a celkovych fytosterola a lecitinu
3. zlepSeni kvality Srotu (Koprna, 2007)

- snizeni obsahu antinutri¢nich latek ve Srotech (glukosinolaty, fytin, tanin,
sinapin, vlaknina)

- zvySeni obsahu proteint a jednotlivych aminokyselin ve Srotech
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Tab. ¢ 2: Hlavni parametry kvality u soucasnych odriid a jejich variacni rozpéti.
Slechtitelské cile se méni také v zavislosti na poZadavcich zpracovatelii a aktualni
situaci v poptdavce po surovindch (Koprna, 2007).

Znak Rozmezi Slechtitelsky
cil
Obsah oleje (% v susing) 46,29 — 49,63 50 %
- % kyseliny olejové 60,70-67,25 80 %
- % kyseliny linolové 16,10 - 21,70 20, resp.
30 — 40 %*
- % kyseliny linolenové 7,89 -10,36 2-3%
- % kyseliny erukové 0,04 -0,42 neni problém

Obsah glukosinolat (GSL)

(umol/g sem. pri 9% vihkosti a 46%
olejnatosli)

5,36 — 19,41 (liniové
odr.)

9,02 — 22,73 (hybridni
odr.)

pod 5 umol/g

* Obsah jednotlivych mastnych kyselin odpovida specifickym Slechtitelskym cilam.

Vyvoj odriidové skladby v Ceské republice zaznamenal v poslednich letech

zna¢né zmény. Diive obvykla situace, kdy t¥i hlavni odridy dosahovaly 50-75%

podilu na trhu, se stala minulosti, a z dneSniho pohledu je az nepochopitelnd. Starsi

odridy jsou stale vyraznéji nahrazovany jejich novéj$imi a vykonnéjSimi nastupei.

Ziejmy je také posun k diverzifikaci odridové skladby, kterd se stava stale pestiejsi.

(Baranyk, 2012).




2.3.1  Autoinkompatibilita a cytoplazmatickd samdi sterilita

Pro kazdy fungujici hybridni systém je nezbytnou podminkou jeho pouZiti
existence samdéi sterility, ktera je stabilni v riznych environmentalnich podminkach
ale také systému obnovitele fertility (restorera), ktery zabezpe¢i v Fi generaci
dokonalejsi opyleni rostlin, nez v ptipadé smési sterilni hybrid + opylovac (Koprna,

2007).

Autoinkompatibilita

Pod pojmem autoinkompatibilita se rozumi neschopnost rostlin vytvaiet
semena pi1 opyleni vlastnim pylem, ktery nese gamety stejného genetického
zalozeni. Pti Al se na rozdil od sterility zachovava funk¢nost samc¢iho a samiciho
gametofytu (Sakova et al., 1999). Autoinkompatibility (Al) lze u fepky olejky
uspésné vyuzit k produkci F; hybrida (Havlickova et al., 2013). Al je rozsifeny
mechanismus zabrafujici samospraseni pouzivany kvetoucimi rostlinami k
piedchazeni inbredni deprese a pomaha vytvofit a udrzet genetickou diverzitu uvnitf

druhu (Zaludova et al., 2012).

U fepky je specificita interakce mezi pylem a bliznou kontrolovana na
sporofytické tirovni a to pisobenim (minimaln€) dvou gent a jejich alelickych forem
(S haplotypu) ptitomnych v jednom mendelistickém lokusu, nazyvaném téz S lokus
(Bateman, 1955; Nasrallah et al., 1991). Studium gent S lokusu vedlo k identifikaci
samCiho a sami¢iho determinantu, ktefi se podileji na Al reakci; konkrétné jde o
peptidovy ligand (S locus protein 11; SP11, nebo také S locus cistein-rich protein;
SCR; Schopfer et al., 1999; Suzuki et al., 1999) a odpovidajici receptor (S-locus
receptor kinase; SRK; Stein et al., 1991). Specificita rozpoznavaci reakce je zajisténa
vzajemnou interakci mezi sam¢im determinantem SRK a jeho ligandem; samic¢im
determinantem SP11. Interakce mezi SP11 a SRK spousti signalizaéni kaskadu s
ohledem na piitomné S haplotypy, ktera plyne v odmitnuti vlastniho pylu. Piesna
signaliza¢ni draha véetné pritomnosti jeji regulace je stale nejasna (Zhang et al.,
2011). S haplotypy jsou ¢lenény do dvou tiid: tfida I je obecné dominantni nad t¥idou

II v pylu a kodominantni v blizné a zpusobuje silny Al fenotyp (Nasrallah et al.,
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1993). Vétsina kultivovanych odrid je vSak autokompatibilnich (AK; Zhang et al.,
2011) a obsahuje ve svém A genomu S haplotyp tiidy I (podobny haplotypu S*' z B.
rapa) a ve svém C genomu S haplotyp tiidy II (podobny haplotypu S*° z B. oleracea;
Okomot et al., 2007; Zhang et al., 2008). AK je u fepky olejky zpusobena
pritomnosti nezavislé mutace v dominantnim S haplotypu, ktera zpiisobuje potla¢eni
funk¢niho recesivniho S haplotypu (Okomot et al., 2007). Na molekularni Grovni
byly dosud identifikovany &tyfi odlisné S haplotypy tfidy II u Brassica rapa (5%, $%,
$* $%) atiiu B. oleracea (S?, S°, $™°; Soto et al., 2006; Shiba et al., 2002).

Cvytoplazmaticka samdi sterilita

Cytoplazmaticka sterilita mize byt podminéna jadernymi geny,
cytoplazmatickymi geny nebo interakci jadernich a cytoplazmatickych gent. V praxi
se nejvice vyuziva cytoplazmaticka saméi sterilita (CMS; Sakova et al., 1999).
Systém cytoplazmatické samci sterility vznikl fiizi protoplasti z fedkve japonské
odridy do fepky ozimé (Koprna et al., 2012) mezi nimiz byl hybrid nesouci tzv.
Ogu-INRA CMS, ktery vede kpIné interupci pylu a tim 1 vyvoji prasSnika
s normalni morfologii. Jednd se o matefsky dédicny mitochondrialni genom, ktery
indukuje pylovou sterilitu (nepfitomnost zivotaschopného pylu). Mendelisticky gen
pro obnovu fertility se nazyva Rf a umoziuje produkci pylu v pfitomnosti sterility
indukujici cytoplasmy. CMS se Siroce pouzivda ve Slechténi rostlin, je
charakteristickd snizenou potiebou ru¢ni prace pii kiizeni a je vhodnd zejména u
rostlin, kde je rucni kastrace obtizna nebo nemozna a umoziuje tak rozsahlou vyrobu

hybridniho osiva (Gonzalez-Melendi et al., 2008).

Hybridni systém Ogu-INRA je ptikladem cytoplazmaticko-genové sterility, pii
kterém je vysledny genotyp zavisly nejen od sterilnitho plazmotypu S, ale také od
pritomnosti genti obnovy fertility Rf v jadru. Uplny obnovitel fertility je dominantni
homozygot (RfRf) a tak po nakftizeni pylové sterilni linie s linii obnovitele fertility
vznikne heterozygot Rfrf, ktery je pylové fertilni. V piipadé obnovitele fertility
dochazi k interakci mezi geny obnovy fertility RfRf a sterilni cytoplazmou (S). V
takovém pripad¢ je F1 generace fertilni (S)Rfrf. Pokud dojde k opyleni sterilni linie

heterozygotnim obnovitelem fertility Rfrf vysledkem je generace Fi, ktera je z 50 %
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fertilni (S)Rfrf a z 50 % sterilni (S)rfrf. Alelicky par v jadru F; restaurovaného
hybrida je tedy heterozygotni (S)Rfrf. Udrzovatelem sterility je jakakoliv péstovana
linie fepky, kterd po opyleni sterilniho komponentu méa v generaci F; vzdy sterilni

cytoplazmu (S) a tudiz neprodukuje pyl (Koprna, 2007).

2.4 Molekularni markery

Béhem poslednich nékolika desetileti se vyuzivaji molekularni markery k
odhaleni polymorfismu na trovni DNA, hodnoceni rozsahu genetické variability u
rostlin, popisu a identifikaci genotypu rostlin (Kumar et al., 2009). Molekularni
markery byly Siroce pouzivany k mapovani zeméd¢lsky vyznamnych geni fepky a v
mnoha piipadech hraji dilezitou roli pii Slechténi a vybéru (Snowdon, 2009) a na
rozdil od proteinovych markerd, DNA markery Ize segregovat jako samostatné geny
a nejsou ovlivnény prosttedim (Kumar et al., 2009). Molekularni markery byly
poprvé identifikovany jako kratké fragmenty nebo fetézce DNA nachazejici se na
urcité pozici chromozomu (Poineer, 2001). DNA markery vedly k rozsahlé databazi
genetickych markertt véetné allozymii, mMtDNA (mitochondrialni DNA), RFLP,
RAPD, AFLP, mikrosatelitdi SNP (single nucleotide polymorphism) a EST
(Expressed sequence tags; Liu et al., 2004).

Molekularni markery na urovni DNA jsou snadno identifikovany a jejich
dédi¢nost lze snadno sledovat. Jejich pouziti je zalozeno na piirozené se
vyskytujicim DNA polymorfismu. Molekularni markery tvoii zaklad pro navrhovani
strategii k vyuziti na aplikované tcely. Marker musi byt polymorfni (Kumar et al.,
2009).
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Existuji rizné typy markera (Kumar et al., 2009)

1) Morfologické
2) Biochemické

a) Allozymy (Isozymy)
3) DNA molekularni markery

a) markery na bazi restrikéniho S§tépeni a hybridizace — polymorfismus délky
restrikénich ~ fragmentdt  (RFLP -  Restriction Fragment Length
Polymorphismus).

b) DNA markery na bazi PCR

i) Markery vyuzivajici specifické primery: Sekvencné oznaCovani mist
(STS — Sequence-Tagger Sites) — polymorfismus v délce sekvence (SSLP
— Simple Sequence Length Polymorphism), mikrosatelity (téZ oznacené
STR- Short Tandem Repeats, jednoduché opakovani sekvenci (SSR —
Simple Sequence Repeat)), PCR-RFPL.

i) Markery vyuzivajici nahodnych primerd: polymorfismus nahodné
amplifikované DNA (RAPD — Random Amplified Polymorphis DNA),
délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenta (AFLP — Amplified
Fragment Length Polymorphismus), ISSR, SNP.

c) Sekvenovani DNA
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241  Techniky zaloZené na hybridizaci

RFLP - polymorfismus délky restrikénich frasmentu

Technika RFLP byla povazovana za zacatek upln¢ jiné éry v biologické véde
a ve studiu genomu (Liu et al., 2004). Jejich podstatou jsou bud’ mutace, které vedou
K vytvofeni nebo ztraté rozpoznavacich mist pro restrikéni enzymy, nebo vznikaji
jako dusledek pritomnosti rizného poctu repetitivnich sekvenci ve specifickych
oblastech chromozomu (Rosypal et al., 1997). Technika je zalozena pfedevSsim na
vyuziti specialni tfidy restrikénich enzymd, tj. endonukleaz. Frakcionace DNA je
dosazeno pomoci elektorforézy, nasleduje ptevedeni DNA z gelu na membranu, kde
jsou zdjmové fragmenty detekovany hybridizaci s radioaktivni sondou (tzv. Southern
hybridizace; Kumar et al., 2009). RFPL markery jsou kodominantni. Rozdil ve
velikosti fragmenti je Casto veliky a vyhodnoceni je pomérné snadné. Hlavni

nevyhodu RFLP je relativné nizka uroven polymorfismu (Liu et al., 2004).

2.4.2  Techniky zaloZené na polymerdzové reakci

PCR - Polymerazova retézova reakce

PCR je in vitro technika pouzivana pro enzymatickou amplifikaci
specifického regionu DNA (100 — 5000bp), ohrani¢eného parem primert (Ovesna et
al., 2007). Vybrat miuzeme libovolny usek libovolné molekuly DNA za piedpokladu,
ze zndme okrajové sekvence tohoto useku. PCR totiz probéhne jedin¢ tehdy, kdyz
dva kratké oligonukleotidy hybridizuji s molekulou DNA, kazda s jednim vlaknem
DNA dvousrobovice. Tyto oligonukleotidy, které funguji jako primery syntézy
DNA, ohraniCuji tGsek, ktery ma byt amplifikovany (Brown, 2007). Specifické
primery jsou navrzeny tak, aby na zaklad¢ znalosti sekvence genomové DNA (je
dostupnd ve vefejné¢ pfistupnych databazich na internetu — pf. NCBI) a jejiho
porovnani s DNA ostatnich rostlin, umoznovaly amplifikovat pouze takové useky
DNA, ktery je pro detekovany organismus vysoce specificky (Demnerova, 2012). K
mnozeni vybranych Gsekit DNA se pouziva enzym polymeraza (Ovesna et al., 2007).

Enzym DNA polymeraza je izolovany z Thermus aquaticus (Brown, 2007). Detekce
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nasyntetizovaného produktu (fragmentu DNA) o oc¢ekavané velikosti, spo¢iva v jeho
obarveni barvivem, jeZ se vaze na dvouietezcovou molekulu DNA (napf. ethidium
bromid, SYBR green), nasledné elektroforéze v agarovém, popft. akrylamidovém
gelu, a kone¢né vizualizaci pod UV lampou (Demnerova, 2012). Podle pozadované
specifity mohou byt vyuzity rtizné oblasti genomu. Urcitou nevyhodou je i
skuteCnost, ze tfada laboratoii vyvinula vlastni specifické postupy, které vsak

znesnadnuji prenositelnost vysledkt mezi laboratofemi (Hochel, 2009).

Reakéni smés se sklada z:

* DNA (Templat — jednofetézcovy poly(deoxy)ribonukleotid, vyuzivany jako zdroj
informace pi1 fizené biologické polymeraci. Pti replikaci a transkripci je templatem

jeden z fetézcit DNA. Ten slouZi jako matrice 1 pti PCR)

« dNTPs, stavebni kameny DNA (dATP = deoxyadenosin trifosfat, dGTP =
deoxyguanosin trifosfat, dTTP = deoxythymidin trifosfat, dCTP = deoxycytidin
trifosfat),

* dvou specifickych primera (forward a reverse) — oligonukleotidti o délce cca. 20
bazi nesouci sekvenci komplementarni k c¢asti DNA (Primer — tsek DNA,
komplementarni k vybranému tseku genomu, oligonukleotid, ktery postacuje DNA
dependentni DNA polymeraze k zahajeni syntézy nového vlakna DNA kopirujiciho

piredem zvoleny usek (gen nebo jeho ¢ast, nekodujici sekvence)),
« pracovniho pufru s MgCF® (Mg %" ionty slouZi jako kofaktory DNA polymerazy),

* DNA polymerdazy (Taq polymeraza — DNA dependentni DNA polymeraza
izolovana pivodné z termofilni bakterie Thermofilus aquaticus, nyni k dispozici v

upravenych rekombinantnich verzich).

Cyklus se sklada ze tfech kroku (obr. ¢. 6). V prvnim kroku se templat, tj.
Sroubovice dvouvldknové DNA slouzici polymeraze jako vzor pro kopirovani,
rozd@€li v zahtaté reakéni smési na dvé samostatna vldkna (denaturace 95 °C). V
druhém kroku se reakéni smés mirn€é ochladi v zavislosti na moznostech primert,

které, zacnou nasedat na vlakna DNA (annealing 50 — 60°C). Ve tfetim kroku Taq
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polymeraza umozni prodluzovanim primerti napojenych na vlakna vytvoteni kopie

pozadované sekvence DNA (syntéza 72 °C, Ovesna et al., 2007).

Obr. ¢ 6 Popis cyklit PCR

i ﬂﬂﬂb#%# d’"& e
%MDH\L’U\LHUMJU\LM

Mageddni primerd

*mrrmﬂrrmmﬂﬁnw-r—rw r (anaealing
Peitmery —F LJ“LJ..LLL .

F
Volné Emen:e ptimerd

. (elongace)
ukleotid
nukleotidy U—ULLI/L‘NU-’M Iy .L’)JA{

(http://www.chempoint.cz/vyuziti-polymerazove-retezove-reakce-pcr-pro-detekci-

probiotickych-mikroorganismu)

Reakce se provadi v zafizeni nazyvaném termocykler, v némz se teplota méni
automaticky Vv naprogramovanych ¢asovych intervalech. Pro zahajeni reakce
postacuje velmi malé mnozstvi vychozich molekul DNA (teoreticky staci jedina
molekula). V prubéhu 20-30 cykli (obr. €. 7) dochazi exponencidlnimu nartstu poétu
useku na DNA ohrani¢enych misty, k nimz se piipojily primery (Rosypal et al.,
1997). Cyklus se pak opakuje v zavislosti na mnozstvi ptitomné DNA a délce
amplikonu. Vysledny pocet kopii po amplifikaci je dan vztahem: ¢ = 2", kde n je
pocet cykli. Mnozstvi DNA, které se do reakéni smési vlozi, tedy roste

geometrickou fadou (Ovesna et al., 2007). Vyslednym produktem reakce jsou
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fragmenty DNA definované délky (obvykle desitky az tisice nukleotidll) analogické

restrikénim fragmentiim, jejichZ pfitomnost v reakéni smési se prokazuje:

e stanoveni jejich velikosti elektroforézou v polyakrylamidovém nebo

agar6zovém gelu,

e Southernovou hybridizaci se zna¢enou sondou komplementéarni k ¢asti

sekvence amplifikovaného useku,

e stanoveni sekvence DNA.

Obr. ¢. 7 Exponencialni amplifikace

4th cycle

—Wanted gene —

— 2nd cycle

= Isteyele  esssessssses = 35th cycle
template DNA

2 copies 4 copies 8 copies 16 copies 2 = 34 billion copies

(http://botany.natur.cuni.cz/fer/markers/Markery3-DNA,PCR,RAPD.pdf)

Elektroforéza je technika pouzivana k separaci nukleovych kyselin. K provedeni je
pottebna elektroforeticka vana s elektrodami, gel v némz prob¢hne separace a zdroj
stejnosmérného proudu. DNA migruje od zaporného ke kladnému pdlu, rychlost

migrace je ddna jejimi vlastnostmi gelu, pufru a napéti. Fragmenty DNA, liSici se

vvvvvv

jsou pomalejsi (Rehout et al., 2005).
Modifikace PCR

1. zpétna neboli reverzni-PCR (RT-PCR), urcena k amplifikaci molekul RNA
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2. Obracena neboli inverzni PCR (IPCR), pomoci niz Ize amplifikovat useky
DNA o neznamé sekvenci ohranicujici na obou koncich DNA, jejiz sekvence

je znama.
3. Asymetrickd PCR, pfiniz je pouzit jeden primer.

4. In situ-PCR, umoznuje amplifikovat specifické sekvence nukleovych kyselin
pfimo v bunkach nebo cytologickych preparatech tkédni a chromozomu

(Rosypal et al., 1997).
PCR-RFLP

Tato metoda je relativné jednoduchou a dostupnou technikou, casto
pouzivanou pro genotypizaci bodovych mutaci. V PCR se amplifikuje usek
S polymorfnim mistem, amplifikat se poté Sté€pi restriktazou, ktera rozpozna svou

cilovou sekvenci (technika RFLP, Rehout et al., 2005).

RAPD - polymorfismus v délce sekvence

RAPD analyza je metoda zaloZzend na PCR technologii. Mezi jeji vyhody
patii rychlost (je pouZitelna pro rychly screening a identifikaci vzorkt, Curn et al.,
2012), snadna detekce (Powell et al., 1996) a potieba jen velmi malého mnoZstvi
templatové DNA. Vzhledem k tomu, ze pti RAPD analyze jsou vyuzivany nahodné
generované primery, neni pro jeji provedeni vyZadovana znalost cilovych sekvenci a
studovaného genomu. RAPD detekuje polymorfismus v celém genomu. RAPD
markery byly uspésné pouzivany v genetickém fingerprintingu pfi analyze odrad
riznych druhti rodu Brassica, dale jsou vyuzitelné pfi analyze puvodu a genetickém
mapovani (Curn et al., 2012). V molekularni ekologii lze uréit taxonomické identity,
posoudit piibuzenské vztahy, analyzovat vzory smiSeného genomu a vytvofit
konkrétni sondy. Mezi hlavni vyhody RAPD patii jejich aplikovatelnost u
anonymnich genomi, kde je k dispozici pouze omezené mnozstvi DNA, G¢innost a

nizké naklady (Handrys et al., 1992).
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AFLP - délkovy polymorfismus amplifikovanvch fragmentu

Podstatou metody AFLP je Stépeni DNA restrikénimi enzymy a nasledna
selektivni amplifikace vzniklyjch DNA fragmenti. AFLP je mozné aplikovat bez
predbéznych znalosti DNA sekvence danych organismi a je mozné ji provozovat
pomoci vysokokapacitnich pfistupi. AFLP je metoda, kterd vyuziva odliSnosti v
DNA sekvenci mezi skupinami ptibuznych organismul (napt. odrtid nebo klon) nebo
mezi jedinci, kterou je mozné detekovat pomoci restrik¢nich enzyma a naslednou

amplifikaci ur¢ité populace restrikénich fragmentt (Ovesna et al., 2007).

Princip (obr. ¢. 8) je zalozen na selektivni amplifikaci restrikénich fragmentt
celého genomu. Postup se sklada ze tii zakladnich kroki: 1. rozstépeni genomické
DNA na fragmenty, na né¢z se naliguji adaptory, 2. selektivni amplifikace fragmenta
pomoci specidlnich primeri a 3. elektroforéza produktl a pocitacova analyza (Vos et

al., 1995).

Obr. ¢ 8 Princip AFLP (Mueller et al, 1999)

(a) AFLP template preparation Msel adaptor
] TT T T T T T T
Whole genomic DMNA G
C AT
Resfriction enzymes EcoRl adaptor
(Msel and EcoRl) TTTT T T T T T
+ and + AATTG
DMA ligase G | y
{b) Restriction and ligation
1 EcoR| cut
5 T T T L L L L L L L L L L L
G A AT TC
T CTTAA G
3 1 1 1 1 1 / 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L \ 1 1 1
Msel adaptor EcoAl adaptor
G AATTG
CA C
I - -
I 1 1 1 1 I I LI | T 1 1 1 I I I I I I I T T T 1 I 1 LI I 1 1 I I
G T / GAATTG
CATT C TTAAC
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 L L
(c) Selective amplification {one of many primer combinations shown)
Msal primer 1
LI N B B B B T T T
C ST A
5 T 1T T T 1T 1T 1T 1T T T 1T 1T T T T 1T 1T 1T T T T T 1T 1T T 1T T 0 0T T T 1
G T coAT C G AGAA
C AT G T A G CTCTTAA
S N N NN NN N N N N T N O T T O T N S T T O S
C G AGAA

==
-

11 1 1 1

EcoRl primer 1
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Mikrosatelity

Mikrosatelity (MS, STR nebo SSR) jsou useky DNA, které se skladaji
z mnohokrat opakujici se mono-, di-, tri-, tetra- nebo penta-nukleotidovych jednotek,
které jsou uspofadany po celém genomu vétSiny eukaryotickych druhd (Kumar et al.,
2009). Nejvyznamnéj$im piikladem mikrosateliti jsou kddované regiony, které
zpuisobuji genetické choroby u clovéka (CAG repetice vede k mentalni retardaci).
Vétsina mikrosatelitnich lokust jsou relativné malé (od né¢kolika do né€kolika stovek
repetic) a tim je vyznamna u PCR (usnadiiuje genotypizaci). Obecné lze fici, ze
mikrosatelity maji vétsi pocet repetic a jsou vice polymorfni, atkoliv polymorfismus
byl pozorovan i u mikrosateliti s pouhymi péti repeticemi (Liu et al., 2004).
Mikrosatelitni markery se vyvinuly z genomickych knihoven a mohou piepisovat
region genomu. Polymorfismus mikrosateliti se muze zjistit pomoci metody

Southern hybridizace nebo PCR (Kumar et al., 2009).

2.4.3  Sekvenovani

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni jeji primarni struktury. Zakladnim
pozadavkem pro sekvenovani je ziskat molekuly DNA s piesné definovanymi konci.
Nejcastéji pouzivanym vychozim materidlem pro sekvenovani DNA jsou proto
restrikéni fragmenty, klonované do vhodného klonovaciho vektoru, nebo fragmenty
ziskané PCR (Rosypal at al., 1997).

Metody sekvenovani DNA

1) Chemické sekvenovani DNA (Maxamovo-gilbertovo sekvenovani) — metoda
urcuje sekvenci nukleotidti v molekule DNA, kde dochazi k chemickému §tépeni
DNA v misté ur¢itych bazi (adenin, guanin, cytosin nebo thymin; Maxam et al.,
1977).

2) Enzymatické sekvenovani DNA (Sangerovo sekvenovani) — metoda je
zalozena na ftizené terminaci syntézy DNA DNA-polymerdzou (Sanger et al.,
1975).
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3)

4)

Pyrosekvenovani - série enzymatickych reakci, béhem kterych se zaznamenava
zaclenéni DNA baze do syntetizovaného fetézce diky uvolnénému viditelnému
zateni. Vc¢lenéni kteréhokoliv ze ¢tyf dANTP (dANTP se priddvaji postupné) do
komplementarniho fetézce k templatové DNA vede k uvolnéni pyrofosfatu,
slouceniny, ktera je dale pfevedend na ATP. ATP slouzi v reakci spfazené s
enzymem luciferdzou k uvolnéni protonu a ke vzniku svételného signalu.
Svételny impuls uvolnény pii zabudovani nového nukleotidu se zaznamenava a
tento cyklus se pii prodluzovani fetézce komplementarniho k sekvenované

ssDNA opakuje (Zak, 2009).

454 sekvenovani - 454 sekvenovani posouva technologii pyrosekvenovani o
krok dale (soubézné probihaji stovky tisic az vice neZ milion sekvenacCnich
reakci) a umoZznuje sekvenovani tfeba i celych genomt. Genomova DNA je
mechanicky fragmentovana na krat§i iseky. PCR probiha na syntetickych
kuli¢kach v olejové emulzi. Jedna molekula sekvenované ssDNA je emulzni PCR
namnoZzena, takze na konci reakce je ke kuli¢ce ptichyceno v priméru 10 miliont
identickych kopii ptvodni ss DNA. Tyto kulicky jsou vpraveny do jamek
specialni optické desticky (do jedné jamky se vejde jen jedna DNA kulicka), na
které jsou prichyceny enzymy nezbytné pro pyrosekvenovani. Naplnénd opticka
desticka se vlozi do piistroje, kde dochazi k vlastnimu pyrosekvenovani (Zak,
2009).

Obr. ¢ 9 Vyvoj sekvenacnich metod za poslednich 30 let
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(http://web.natur.cuni.cz/zoologie/biodiversity/prednasky/GenetickeMetodyVZoolog
ii/Prednasky 2012/NextGenerationSequencing_2012.pdf)
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material

V diplomové praci byl pouzity rostlinny materil, ze kterého byla izolovana

DNA.

Rostlinny material CMS Ogu-INRA poskytly slechtitelské stanice Selgen
Chlumec a Oseva PRO (tab. ¢. 4). Material byl pouzit ke screeningu technikou PCR.
U jednotlivych rostlin jsem zjistovala, zda nesou gen Rf pro obnovuju fetility.

Pomoci specifickych primert (RSPPRF2 a RsPPRR2) byl testovan soubor 53
rostlin na ptitomnost Rf genu. Jednalo se o CMS, dihaploidni Rf a F; hybridy (213-
296) a dale o pét restorerti (RD1-RDS, obr. €. 10).

Obr. ¢ 10 Vznik DH jedincii (RD1-RD5)

Restorer Chlumec  Donor kvality (liniova odruda)

©)

©)
*(©

50% male fertile 50% male fertile

Toto je osivo RD 1/11 atd.
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Na testovani primert Al a optimalizaci podminek PCR reakce byl pouzity Al
rostlinny material (tab. ¢. 5). Rostlinny material poskytli URV Praha a VUO Opava.

Al rostlinny material (tab. ¢. 6) byl pouzit k detekci S 11 haplotypu. Al

rostlinny material je F1 hybrid vznikly kfizenim dvou riznych Al rostlin.

Tab. ¢. 4 PouZity rostlinny material CMS Ogu-INRA.

Cislo vzorku (nézev)

213 230 258 (F1) | 267 (F1) 280 (CSM) 289
(RfRf) (CMmS) (RfRf)

216 233 259 (F1) | 268 (F1) 281 (CSM) 291
(RfRf) (CMmS) (RfRf)

217 | 251 (RfRf) | 260 (F1) | 271 (RfRf) | 282 (CSM) 296
(RfRf) (RfRf)

218 252 (F;) | 261 (Fy) | 273 (RfRf) | 283 (CSM) | RD 1/11 (Rfrf nebo rfrf)
(RfRf)

219 253 (F;) | 262 (Fy) | 275 (CSM) | 284 (CSM) | RD 2/11 (Rfrf nebo rfrf)
(RfRf)

220 254 (F;) | 263 (Fy) | 276 (CSM) | 285 (CSM) | RD 3/11 (Rfrf nebo rfrf)
(RfRf)

221 255 (F;) | 264 (Fy) | 277 (CSM) | 286 (CSM) | RD 4/11 (Rfrf nebo rfrf)
(RfRf)

222 256 (F;) | 265 (F1) | 278 (CSM) 287 (F4) RD 5/11 (Rfrf nebo rfrf)
(RfRf)

223 257 (F;) | 266 (F1) | 279 (CSM) 288

(RfRf) (RfRS)

Legenda: Rf — rostlinny material je obnovitelem fertility

CMS — rostlinny material neni obnovitelem fertility

Fi-F hybrld
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Tab. ¢ 5 Testovany rostlinny materidal pro autoinkompatibilni $lechténi.

Cislo vzorku

248 (Al) | 62(AK)D, | 242(Al) 243(Al)
55(AK) D, | 172 (Al) | 249(AK)Ds | 245(Al)
56 (AK)D, | 173(Al) 244(Al) 246(Al)
54 (AK)Ds | 174(Al) | 250(AK)Ds | 247(Al)

Legenda: Al — autoinkompatibilni linie
AK — autokompatibilni linie (donofti kvality)
Nazvy donoru kvality: D; — DK Cabernet, D, — Da Vinci, D3 — Chagall, D, — Wisent,
Ds- AK1 OPV 22/17, Dg- AK1 OPV 20/9

Tab. ¢ 6 Rostlinny materidl pro autoinkompatibilitni Slechténi.

Cislo vzorku

AlK1 AlK2 AlK3 AlK4 AIK5 AlK6
AlK1/2 AlK2/2 AlIK3/2 AlK4/2 AIK5/2 AlIK6/2
NAVRZENI PRIMERU

° PCR reakce pro zjisténi obnovitele fertility

V této praci byly primery (tab. ¢. 7) navrZzené v useku genu kodujici PPR-B
protein, ktery ma vliv na syntézu tzv. ,,sterilnich* proteinti (Uyttewaal et al., 2008).
Pfitomnost amplikonu o velikosti ptiblizn¢ 2200 pb detekuje restorery. Tyto nové
navrzené primery byly vytvofeny v homolognim tuseku po alignmentu sekvenci
FJ593505.1; EU163283.1; EU163282.1; AB326285.1; AB326284.1;, DQ445625.1.

Tyto primery byly navrzeny jen na zaklad¢ programu Primer3.
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Tab. ¢ 1 Navriené primery v useku genu kodujici PPR protein

Primer Nukleotidova sekvence

RsPPRF2 | TGACATGCTTCGATCTCGTC

RsPPRR2 | GAAGCTCTTGCTACCCATCG

° Testovani primert pro Al a optimalizace podminek PCR reakce

Navrzené primery (BrSLGIIF a BrSLGIIR, tab. ¢. 8) detekujici S |1
haplotyp u B. rapa byly vytvoieny z dostupnych sekvenci v NCBI (AB008190.1
Brassica rapa gene for SLG29; AB054058.1 Brassica rapa SLG40 mRNA for S
locus; AB054059.1 Brassica rapa SLG44 mRNA for S locus). U téchto primeri byla
testovdna a optimalizovana teplota nasedani (Tm) v uvedeném teplotnim rozmezi
(54 °C, 55 °C, 56 °C a 58 °C). Tm byla stanovena pomoci Tm kalkulatoru od AB
(http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc/).

Tyto primery byly navrzeny v Gseku, ktery byl specificky pouze pro S I
haplotyp u B. rapa (obr. ¢. 11 a 12). Vzhledem k naro¢nosti byly tyto primery
navrzeny rué¢né na zakladé pravidel pti navrhovani primera (délka primeru 17-25 b,
obsah GC 50-55 %, pokud mozno s G nebo C na 3" konci, vyvarovat se dlouhého
opakovani jedné baze, zvlasté na 3" konci, ovéfit si, zda primer netvoii sekundarni
struktury nebo dimery (oligomery). Ujistit se, Ze teplota pro annealing primeru je 55
°C nebo vyssi a pokud je niZsi, nedojde ke tvorb& znacenych fragmentt. Ovéfit si,
zda v templatu skutecné existuje jen jedno zcela komplementarni misto pro primer a

7e nejsou pritomna alternativni hybridiza¢ni mista. Primer pokud mozno dodavat

v koncentraci 10 pmol/ul).
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Tab. ¢ 8 Navriené primery detekujici S II haplotyp u B. rapa

Primer Nukleotidova sekvence

BrSLGIIF | GAATCAACGTATTGAAACGC

BrSLGIIR | TGCCTAGATCAGCAGCATT

Obr. & 11 Princip hledani v BioEditu specifického viseku v ramci genomu B. rapa
pro F primer. Rimskd II u dvou BrSLG je recesivni S 11 haplotyp. U zbylyjch 26-ti
BrSLG je dominantni S | haplotyp.

oEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled]
3 Fle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
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Obr. & 12 Princip hledani v BioEditu specifického useku pii pouZiti sekvenci B.
rapa i oleracea pro R primer. BoSLG a BrSLG je pro kontrolu specifity

recesivniho haplotypu. Rimskd II je recesivni S 11 haplotyp.

% BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled1]

yFﬂe Edit Sequence Alignment View Accessory Applicaton RNA World Wide Web Options Window Help - B %X
=D

=] CouieiNew <[ <] B kot [Shads threshold 100% <]

Modk 75ide <] Selection 909310 8115 Sequence Mask: None =

o S Poskion: Numbering Mask: None tuler at]!

0 9080

I T & ool SR EEE TN P e g Sl s

° Al k detekei S 11 haplotypu

V této praci byl pouzity primerovy par BrSLGIIR a BrSLGIIF. Tento
primerovy par detekujici S 11 haplotyp u B. rapa.

V metodé PCR-RFLP byly pouzity specifické primery ¢ a f (tab. ¢. 9)
k detekci S Il haplotypu B. oleracea.

Tab. & 9 Primery e a f pouzité v metodé PCR-RFLP (Brace et al., 1993; Zhang et
al., 2008)

Primer Nukleotidova sekvence

e CAGCATCTACTCGAGATTGAC

f AAA(A/C/IG)CCATCTCCACTGCAGCT
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3.2 Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

e Ptipravime roztok 2x CTAB- PVP a 1 % merkaptoethanol, na 1 vzorek 500
ul roztoku (tj. 495 ul CTAB- PVP a 5 ul 1 % merkaptoethanol). Ptipraveny
roztok dame predehiat na 65°C.

e Do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek dame rostlinné pletivo

(cca 100 mg), ze kterého chceme izolovat DNA.

o Ke kazdému vzorku ptidame 500 pl ptfedehtatého pufru, pletivo rozdrtime a
promichdme s pufrem. Nechame 45 min. inkubovat pfi 65°C. Béhem

inkubace cca 15 min lehce promichdme.

e Pfidame 500 pl chloroformu s IAA, smés se 10 min promichava a nasledné

centrifuguje 5 min pfi 12000 rpm.

e Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi.
Ptidame 1/5 objemu 5 % CTAB a smés se promicha, opét se ptida 500 pl
chloroform-IAA a 10 min protfepavame. Centrifugujeme 5 min maximalni

rychlosti pii pokojové teploté.

e Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek piepipetujeme vodnou fazi.
Piidame 2/3 objemu ledového isopropanolu a 2-3x lehce promichame. Dame
na 30 min do mrazaku (-20°C). Centrifugujeme 5 min pii 4°C maximalni

rychlost. Odstranime supernatant.

e Priddme 300 pl millipore H,O a nechame 30 min inkubovat pii 37°C.

Promichame.

e Pfidame 2 objemy ledového (z mrazaku) 100 % ethanolu, 2-3x lehce

promichdme. Vzorky ddme do mrazdku (-20°C) minimalné na 20 min.

e Vzorky 10 min centrifugujeme maximalni rychlosti pfi 4°C. Odstranime

supernatant.
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e Pridame 1 ml ledového 70% ethanolu, 2-3 x Iehce promichame.
Centrifugujeme 2 min maximalni rychlost pii teploté¢ 4°C. Okamzité
odstranime vSechen supernatant, pro odstranéni viditelnych necistot

opakujeme tento krok 2x. Vzorky nechame dobfte vysusit.

e Pfidame 80 pl millipore H,O a skladujeme pti -20°C.

3.3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

PPP Master Mix (Top-Bio) jiz obsahuje hot¢ik, nukleotidy, PCR pufr a DNA
polymerédzu a tim vyrazné€ snizuje Cas pro piipravu PCR reakce, a tim se 1 sniZuje

chybovost pii pfipravé v rdmci pipetovacich krokd.

PCR reakce pro zjisténi obnovitele fertility

PCR reakce: Master mix 12,5 ul
H,0O 9 ul
RsPPRF2 1,25 pl

RsPPRR2 1,25 pl

DNA 1 pl
Celkem 25 ul
Termocycler: 1. 95°C 5 min uvodni denaturace

2. 95°C* 30 sekund (denaturace)
3. 60°C* 30 sekund (annealing — nasedani primert)
4. 72°C* 2 min (elongace - prodluzovani fetézce)
6. 72°C 10 min (kone¢na elongace)
7.4°C nekonecno (chlazeni)

* Kroky 2.-4. se opakovaly 30x.
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Testovani primert pro Al a optimalizace podminek PCR reakce

PCR reakce byla také pouzita v dal§im kroku (Al k detekci S 11 haplotypu).
Master mix 10 pl
H,O 7 ul
BrSLGIIR 1l

BrSLGIIF Il

DNA 1l
Celkem 20 pl
Termocycler: 1. 95°C 5 min tvodni denaturace

2.95°C* 30 sekund (denaturace)
3. 58°C** 30 sekund (annealing — nasedani primert)
4. 72°C* 2 min (elongace - prodluzovani fetézce)
5.72°C 10 min (kone¢na elongace)
6. 4°C nekonec¢no (chlazeni)

*Kroky 2.-4. se opakovaly 35x.

**Krok 3.: vzorky byly dany do termocykleru, které mély nastavenou rtznou
annealingovou teplotu (58 °C, 56 °C, 55 °C, 54°C).

Al k detekci S 11 haplotypu

Termocycler: 1. 94°C 2 min uvodni denaturace
2. 94°C* 30 sekund (denaturace)
3. 55°C* 45 sekund (annealing — nasedani primert)
4. 72°C* 1 min (elongace - prodluzovani fetézce)
5.72°C 10 min (kone¢na elongace)
6. 4°C nekonecno (chlazeni)

*Kroky 2.-4. se opakovaly 30x.
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PCR-RFLP

PCR reakce (e+f): Master mix 10 pl
H20 7,4 ul
Primer e 0,8 ul
Primer f 0,8 ul
DNA 1 ul
Celkem 20

Termocycler: 1. 94°C

5 min Gvodni denaturace

2. 94°C*
3. 60°C*

4. 72°C*

30 sekund (denaturace)
45 sekund (annealing — nasedani primert)

1 min (elongace - prodluZzovani fetézce)

5.72°C

6.4°C

*Kroky 2.-4. se opakovaly 30x.

10 min (kone¢na elongace)

nekone¢no (chlazeni)

v dalsim kroku byla pouzita DNA z PCR reakce (primery e+f):

Reakce: Mbol 0,2 ul

[OX pufr 1 pl
H20 3,8 ul
DNA Sul
Celkem 10 pl

Reakce probihala 2 hod. pti 37 °C
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Elektroforéza

V této praci byly PCR produkty analyzovany na 1,5 % agar6zovym gelu, ktery
se poustél v 1 % TBE pftinapéti 30 V a ptiblizné po 10 minutach se napéti zvysilo na
80 V. Pro vizualizaci amplikonti byl ptidan do agardézovyho gelu ethidiumbromid,
ktery je viditelny pod UV svétlem. Velikost fragmentii se uréovala pomoci 100 pb
Ladderu.

4 VYSLEDKY

PCR reakce pro zjisténi obnovitele fertility

Vychozi material CMS Ogu-INRA nesouci geny obnovy fertility (Rf a F;) se
projevil na agar6zovém gelu pfitomnosti prouzku, zatimco u CMS se prouzek
neobjevil (obr. ¢. 13). Velikost amplifikovanych fragmentt byla ptiblizné¢ 1100 pb.
Je ovéieno, Zze markerovy par (RSPPRF2 a RsPPRR2) spolehlivé funguje.

Obr. & 13 Elektroforeticky snimek, CMS Ogu-INRA nesouci geny obnovy fertility

(Rf a Fy) se projevil piitomnosti prouZku, zatimco u CMS se prouZek neobjevil

Z celkového poctu 53 rostlin byla pomoci PCR reakce s pouzitim navrZenych
primert (RsPPRF2 a RsPPRR2) detekovana ptitomnost Rf genti u 21 rostlin
obnovitell fertility a 18 F; hybridd. U zbylych 14 CMS rostlin bylo potvrzeno, ze
nenesou gen pro obnovu fertility. V tab. ¢. 10 je podrobné znazornéno, které rostliny
nesou gen obnovy fertlity. Zluté oznacené jsou rostliny, které jsou obnovitelé a nesou

gen Rf, zelené jsou oznacené rostliny, ktery tento gen nenesou.
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Tab. & 10 Podrobny popis rostlinné materialu CMS Ogu-INRA, Obnovitel fertility
— nese gen obnovy fertility (Rf); neni obnovitel fertility - nenese gen obnovy fertility
(Rf)

Cislo Cislo Cislo Cislo Cislo Cislo

vzorku vzorku vzorku vzorku vzorku vzorku
213 230 258 267 280 289
216 233 259 268 281 291
217 251 260 271 282 296
218 252 261 273 283 RD1/11
219 253 262 275 284 RD2/11
220 254 263 276 285 RD3/11
221 255 264 277 286 RD4/11
222 256 265 278 287 RD5/11
223 257 266 279 288

Testovani primeri pro Al a optimalizace podminek PCR reakce

Piestoze dochazelo s pouzitim vysSich teplot annealingu k vyssi specifité
nasedani, nebylo v testovaném rozmezi nalezeno vhodné teplotni optimum. Vétsi
nespecifita nasedani primerad BrSLGIIF a BrSLGIIR je patrnd zobrazku 15
(Tm=54°C), zatimco u teploty 58°C dochazi k niz§i amplifikaci zejména u AK
vzorkl 248, 56, 55, 54, a 250. U Al vzorkii 172 a 174 byla pravdépodobné nizsi
kvalita DNA. Velikost amplifikovanych fragmentt byla pfiblizn¢ 665 pb.
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Obr. ¢ 14 Elektroforeticky snimek, naseddani primeru BrSLGII pii teploté

annealingu 58 °C.

56 55 54 62 172 173 174 242 249 244 250 243 245 246 247

Obr. ¢ 15 Elektroforeticky snimek, nespecifické naseddni primeru BrSLGII pii

teploté annealingu 54 °C.

M 248 56 55 54 62 172 173 174 242 249 244 250 243 245 246 247
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Al k detekci S Il haplotypu

Navrzené primery BrSLGIIF a BrSLGIIR detekuji u vSech rostlin oleracea S 11
haplotyp. U vsech Al rostlin byly detekovany amplifikované fragmenty. Fragmenty
byly velké piiblizné 665 pb (obr. ¢. 16).

Obr. & 16 Elektroforeticky snimek, detekce S II haplotypu pomoci primeroviho
paru BrSLGIIF a BrSLGIIR

ATK
BrSLG II

PCR-RFLP

Pomoci PCR reakce se specifickymi primery e a f (obr. ¢. 17; Brace et al.,
1993; Zhang et al., 2008) se amplifikovala sekvence o velikosti 280 pb z S lokusu
genomu B. oleracea. Amplifikovany fragment DNA se Stépil restrik¢ni
endonukleazou Mbol. Na zaklad¢ Stépnych profili nebyla detekovana variabilita

zpusobena piitomnost vice haplotypi (obr. ¢. 18).
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Obr. & 17 Elektroforeticky snimek, amplifikace fragmentu S lokusu genomu B.

oleracea pomoci e a f primeri
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Obr. ¢ 18 Elektroforeticky snimek, PCR-RFLP analyza genu SLG I u spektra

odrid za pouZiti restriktdazy Mbol.
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5 DISKUZE

Hybridnimu $lechténi se v Ceské republice vénuje malo firem, i kdyZ patiime
mezi pét nejveétsich péstiteld fepky v Evropé. Zahrani¢ni konkurence je vysoka diky
jinym Slechtitelskym podminkdm a déle vzhledem k dostupnym finan¢nim
prostfedkiim. Evropské §lechténi ozimé fepky je soustiedéno na stanicich ve Francii
a Némecku, naopak v Kanad¢ a Australii jsou vyvijeny hybridy fepky jarni. Podle
Agrotipu  (2012) neni rozdil vynosu mezi hybridni a liniovou odridou v
maloparcelnich pokusech vétsi nez 10 %. Dulezitéjsi je vSak chovani hybridi na
velkych plochach pfimo v praxi. Pro zachovani ¢eskych odrid fepky a tim i ¢eskych
firem doporucuji zkratit a zefektivnit Slechtitelsky proces, naptiklad zvySenim

vynosu semene, zlepSenim vynosové stability nebo lepsi zimovzdornosti.

Koprna et al. (2012) zjistil, ze na zakladé testu obnovy fertility u hybridniho
potomstva bylo v letech 2004 - 2007 ziskano 80 linii obnovitele fertility se
schopnosti obnovy nad 80 % z celkového poctu 284 testovanych linii na pfitomnost
Rf genu. Z tohoto poc¢tu mélo 58 linii obnovitele (72,50 %) obsah GSL v pod hranici
18 pumol/g semene. Z celkového poctu sledovanych linii obnovitele mélo 65
schopnost obnovy fertility v F1 generaci nad 90 %, z toho 45 linii (69,23 %) mélo
obsah GSL v semeni pod stanovenou hranici 18 pmol/g semene. Po ovéieni kvality a
schopnosti obnovy fertility nad 95 % v F; generaci bylo vybrano 7 linii obnovitelt
fertility pro zasev mnozitelské plochy experimentalnich Ogu-INRA hybridii v roce
2006. Vyssi vyskyt linii obnoviteli nesoucich Rf gen, kteti obnovuji fertilitu od 40
do 60 % v generaci F1 (32,39 % vyskytu) a linii obnovujicich fertilitu nad 90 %
(22,89 % vyskytu), pravdépodobné potvrzuje udaje Delourme et al. (1998) o
principu obnovy fertility u systému Ogu-INRA. Jeji troven zavisi na toho, zda-li ma
otcovsky komponent geny obnovy fertility v heterozygotni form¢ Rfrf nebo v
homozygotni dominantni form¢ RfRf. Linie nesouci homozygotni formu genu
obnovy RfRf jsou pravdépodobné schopny obnovovat fertilitu nad hranici 90 % v

generaci F1 (Koprna et al., 2012).
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Koprna et al. (2007) v analyze pouzil marker SG34 typu SCAR. Tento marker
umoziuje odliSeni pylové sterilnich rostlin (S)rfrf od pylové fertilnich (S)Rfrf a
(S)RIRf. Odliseni pylové fertilnich homozygoti od heterozygotti neni v ptipade
dominantnich SCAR markerd mozné. Proto byla analyzovana generace F;, kde v
pfipad¢ pouziti dominantniho homozygota pro gen obnovy jako opylovace byl
predpoklad, Ze vSechny rostliny v hybridni generaci budou mit jednu dominantni
alelu (Rf) genu obnovy fertility. V piipadé nakiizeni heterozygotni (Rfrf, rfRf), ¢i
recesivné homozygotni (rfrf) formy obnovitele na sterilni tester by mély nést rostliny
V hybridni generaci dominantni nejen alelu pro gen obnovy (Rf), ale i recesivni
formu genu (rf). Toto je jedina spolehliva moznost, jak docilit vyuziti SCAR
markerd pro detekci linii obnoviteld fertility, nevyhodou je vSak nutnost analyzy
vétsiho souboru rostlin (v tomto piipade 10 rostlin). Dalsi moZznosti, ktera je jiz ve
fazi realizace je detekce dominantnich homozygotnich linii obnovitele po odvozeni
dihaploidd z mikrosporovych kultur. V tomto pfipadé¢ se jedna o homozygoty, tudiz

by mél byt dihaploidizaci eliminovan jakykoliv vyskyt heterozygot.

V této ¢asti diplomové prace byl testovan novy marker detekujici gen obnovy
fertility (Rf) u rostlinného materialu CMS Ogu-INRA. Primerovy par RSPPRF2 a
RsPPRR2 byl vytvoien v kodujici oblasti pro PPR-B protein, ktery se podili na
obnov¢ fertility u CMS Ogu-INRA. Tak jako v piipadé vySe zmifiovaného markeru
SG34, nelze ani v tomto piipadé odlisit nositele s heterozygotni formou tohoto genu
(tj. Rfrf). Tento fakt vSak vzhledem k povaze testovaného materialu (DH regeneranti)
nezpusoboval zadné problémy. Z 53 rostlin byl u 39 rostlin detekovan gen Rf. Tato
shoda byla v souladu k charakteru rostlin (tj. Rf gen byl detekovan u restoreri a F1
hybrida, zatimco u CMS linii a jejich udrzovatelli nedochazelo k detekci pfitomnosti
tohoto genu). V piipadé testovani vzorkti RD1-RDS5 se naopak jednalo o recesivni
homozygoty, nebo heterozygoty, tudiz i vtomto piipadé byl princip selekce

optimalni.

Pii testovani primerd BrSLGIIF a BrSLGIIR pro Al rostliny a jejich
optimalizaci podminek PCR reakce dochdzelo pii pouZiti nizSich teplot nasedani

primerd k amplifikaci u vSech testovanych vzorkl. V piipadé horni hranice
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testovaného rozmezi teplot (Tm=58°C), dochazelo u vétSiny pravdépodobnych
nositell recesivniho S 11 haplotypu z B rapa (Al rostlin) k vyraznéjsi amplifikaci, na
rozdil od donori kvality, ktefi jsou pravdépodobnymi nositeli dominantniho S*'
haplotypu ve svém genomu ptivodem z B. rapa. Divodem pfitomnosti amplikonti i u
rostlin s dominantnim S haplotypem muze byt nespecifita pouzitych primert. Tyto
primery byly vyvinuty po aligmentu 26-ti dostupnych S I haplotypa pro gen SLG a
ttech recesivnich. Vytvoiené primery jsou unikatni pro recesivni haplotypy SLG
genu u genomu B. rapa, avsak pii porovnani se stejnou oblasti v genomu B. oleracea
miize v nékterych piipadech dochdzet k amplifikaci (napt. u ¢astecné sekvence SLG-
B genu u B. oleracea (AJ306582.1) se sekvence horniho primeru li§i pouze v jednom
nukleotidu GAATCAACGTGTTGAAACGC.

Dolanska et al. (2004) uvadi, ze autoinkompatibilita u odrtd, donori kvality a
autoinkompatibilnich linii Brassica napus byla analyzovana pouzitim identifikace S
lokusu. U nékolika odrad B. napus byl SLG gen S lokusu detekovan jako dominantni
a druhy jako recesivni. Technika detekce recesivni autoinkompatibility zalozen4 na
principu pouziti specifickych primeri pro geny SLGI, nebo SRKI byla u fepky
olejky mnohokrat ovétena tj. primery PS5 a PS15 - Nishio et al, 1996, SLGa — Zhang
2008, PK1 a PK4 - Nishio et al., 1997 atd. V této praci byla zvolena opac¢na strategie
a to detekce Al rostlin na zaklad¢ identifikace pfitomnosti recesivniho S 11 haplotypu
v A genomu. K tomuto ucelu byly pouzity primery BrSLGIIF a BrSLG Il R, jejichz
amplifikaci byl odhalen recesivni gen ve vSech analyzovanych vzorcich

(autokompatibilnich i autoinkomatibilnich).

Vzhledem k pomérné vysoké homologii mezi useky dominantniho a recesivniho
SLG genu a také s ohledem na pfitomnost dvou vzijemné podobnych genomil (A a
C), Ize usuzovat, ze dochazelo pii pouziti téchto primera k nespecifické amplifikaci i
v jinych oblastech. PCR je stale jednou z nejpouzivangjSich metod, ktera neni
naro¢nd na Cas ani finance. Dale metoda PCR-RFLP, které¢ byla také pouzita v této
diplomové praci, se vyuziva i k charakterizaci odlisnych S-alel u B. napus (Brace et
al. 1993; Mobhring et al., 2005) ¢i k restriénimu §tépeni genu SLG amplifikovaného
pomoci klasické PCR. V PCR reakci se pouzily primery e a f, ktery deteguji
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S lokusy. Fragment DNA se Stépil restrikénimi endonukledzou Mbol. Po
elektroforetické separaci na gelu nebyl detekovat polymorfysmus uvnitié sekvenci.
Vybérem vhodného genetického markeru lze efektivné vybrat Slechtitelsky material a

identifikovat Al linie a geny obnovy fertility potfebné k hybridnimu Slechténi.

V literatute je S lokus popsan u celé tfady rostlin jako multi alelicky, napt. 22
alel se nachazi u rodu lIberis (Bateman, 1955), 34 u rodu Raphanus (Sampson, 1957),
50 u druhu Brassica oleracea (Brace et al., 1994), 30 u druhu Brassica campestris a
u druhu Brassica napus je detekovano 50 alel (Nou et al., 1993). Pfi studiu druhu
Brassica campestris Nishio et al. (1996) nalezli a publikovali primery PS 5, PS 15 a
PS 18, které amplifikuji fragmenty genu SLG I (Kukolikova, 2012).

Park et al. (2001) provadél sva testovani na odrudach zeli (Brassica oleracea L.)
a brokolice (Brassica aleracea var. botrytis italica). Pomoci PCR-RFLP se jim
podafilo odhalit 20 rtznych haplotypt. Pouzili tuto metodu s rliznymi primery
vztahujicimi se k SLG genu a vysledky korespondovali s provedenym opylovacim
testem. Selektivni primery amplifikovaly fragment 1150 pb ve vSech sledovanych 40
liniich. U tfi z20 linii byly pro amplifikaci pouzity primery pro tiidu II, ale
nepodarilo se ob¢ tfidy o sebe odlisit. Poté tento test provadéli i u linii brokolice, u
15 7 20 vzorkl pouzili primerovy par pro tfidu I genu SLG I a u 5 pro tiidu II.
tu, ktera bude nejlépe korespondovat s vysledky dialelniho kiizeni. Jako nejlepsi se
jim jevila Hinfl. Vysledky, které stépeni poskytovalo, se pIné shodovaly se sekven¢ni
nukleotidovou analyzou. PCR-RFPL byla nejrychlejsi a peclivéjsi v identifikaci
S haplotypt a jeji nespornou vyhodou pii jejich odhalovani je nezavislost testu na

dobé kveteni, na kterém je zavisly test opylovani (Kukolikova, 2012).
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace byla optimalizace metod PCR analyzy a vyvoj markert

pro selekci cilovych rostlin v programech hybridniho Slechténi fepky.

Rostlinny materidl CMS Ogu-INRA nesouci geny obnovy fertility se testoval
navrzenymi primery RsSPPRF2 a RsPPRR2. Timto markerem detekujicim gen
obnovy fertility se prokazala jeho u¢innost vzhledem k specifické amplifikaci u Rf a
F1 hybridd, zatimco u CMS linii a jejich udrZzovateli nedochazelo k detekci

pfitomnosti tohoto genu.

Byla provedena optimalizace podminek PCR reakce. Nejoptimalnéjsi teplota
nasedani testovanych primert BrSLGIIF a BrSLGIIR byla z testovaného rozmezi
58 °C. Ptesto dochazelo k amplifikaci i u AK rostlin. U tohoto markeru existuje
optimalizacich, které jiz nemohly byt pro svou objemnost a finan¢ni naro¢nost

zahrnuty do této diplomové prace.

Navrzené primery BrSLGIIF a BrSLGIIR se testovaly u Al rostlin. U vSech Al
rostlin byly detekovany amplifikované fragmenty. Technikou PCR-RFLP byl
testovan soubor Al rostliny (resp. F1 hybridi vzniklych po k#izeni Al linii
sodlisSnymi SII haplotypy) u nichz nebyl ve sledovaném tuseku detekovan

polymorfimus.
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