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Abstrakt:

Predkladand disertacni prace s nazvem "Vyuziti molekuldrnich markeri ve $lechténi
hybridni fepky" je rozélenéna do kapitol Uvod, Literarni piehled, Cile prace, Material a
metody, Vysledky a diskuse, Zavér, Piehled pouzité literatury a Seznam pouzitych zkratek.

V uvodu je pojednano o vyznamu fepky a o situaci $lechténi této plodiny v Ceské
republice. Literarni piehled se zabyva nejprve velmi struéné ptivodem a systematikou fepky,
dale pak obecné Slechténim fepky, zejména hybridnim S$lechténim. Je zde nastinéna
problematika fizeného opylovani u fepky. VEtsi pozornost je vénovana autoinkompatibilité -
mechanismu pro zabranéni samospraSeni, ktery lze pouzit v hybridnim S$lechténi fepky.
Podrobnéji je zde popsan S-lokus, kde lezi geny, které jsou diileZité v autoinkompatibilni
reakci. Druha cast literarniho pfehledu je vénovana otazce rezistence fepky k houbové
chorobé Phoma lingam, ptedevsim molekularni podstaté a hledani markert rezistence.

Byly vytyCeny dva zakladni cile prace. Prvnim je analyza genu SLG a stanoveni
moznosti jeho vyuziti jako molekularniho markeru autoinkompatibility u fepky. Druhym
cilem je hledani molekuldrniho markeru odolnosti fepky k houbové chorobé Phoma lingam.

Materialem pro analyzy byly odridy (spektrum 24 odriid), autoinkompatibilni linie (a
jejich kitizenci) a dihaploidni linie ftepky. Pro vyhodnoceni fenotypového projevu
autoinkompatibility slouzil semenny test, pro hodnoceni napadeni patogenem Phoma lingam
laboratorni test rezistence. Pro genetické analyzy byly pouzity tyto molekularné-biologické
metody: PCR, PCR-RFLP, RAPD, klonovani a sekvenovani.

S tspéchem se podatilo rozliSit Al a AK rostliny na zéklad¢ amplifikace genu SLG 1.
K odliSeni (resp. selekci) AK rostlin se SLG I ukazal jako vhodny marker. V opaéném piipadé
se bohuzel pouzit nedd, protoZze mezi rostlinami s neptitomnosti SLG I byly i rostliny ¢astecné
kompatibilni.

Bylo prokazano, ze vétsina soucasnych odriid ma ve svém genomu dominantni alelu
SLG genu tiidy I - alelu 470. Podrobné&jsi analyzy SLG 1 genu u odriid Global a Topas
odhalily existenci vét§iho mnozstvi riznych alel SLG I genu.

U vsSech analyzovanych odriid byla potvrzena alela S75 genu SLG II. Podatilo se
osekvenovat funkcni alelu SLG genu tiidy Il z genomu Brassica rapa u Al linii Tandem a
Start. Pfredpoklad, Zze dv€ vzajemné kompatibilni linie Star a Tandem maji odli$né alely SLG
II genu se nepotvrdil. Linie WRG ma vsak alelu jinou. Snahou bylo ovéfit moznosti odliSeni
jednotlivych alel pomoci metody PCR-RFLP a stanovit vyuzitelnost této metody pro rutinni

testovani.



PCR-RFLP genu SLG II miize u materialu, kde byly na zdklad¢ sekvenacni analyzy
prokazany rozdilné alely, slouzit k odliSeni jednotlivych haplotypti a stanoveni hybridnosti po
ktizeni. RAPD metoda se pro stanoveni hybridnosti ukazala jako méné vhodna.

Co se tykd markerti odolnosti k Phoma lingam, RAPD metoda velmi dobie odlisila
nachylné a odolné genotypy donorovych rostlin. Byla vytvofena sada DNA (RAPD)
fingerprintd, na jejichz zdklad€ byl odvozovan marker pro rezistenci k fomé&. Pomoci metody
RAPD fingerprintingu nebyl prokdzan vyrazny rozdil mezi rezistentnim a nachylnym
fenotypem v populaci rostlin mikrosporovych regenerantii z F; kiizenct rostlin odrid Capitol,
Jesper, Mohican, Orkan (donorové rostliny byly odliSeny, ale markery nesegregovaly piesné
s fenotypem ve Stépici populaci). Nejlépe se jevil RAPD marker s OPA 14 primerem
pouzitym pro amplifikaci, nerozliSuje sice stoprocentné odolné a nachylné jedince, ale
¢astecnd shoda byla nalezena. Dle souboru ziskanych dat byly pomoci clusterové analyzy

stanoveny genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi odradami.



Abstract:

Name of this thesis is ,,Application of Molecular markers in hybrid breeding of
Brassica napus* and it’s divided into this sections: Introduction, Literature, Aims, Materials
and Methods, Results and Discussions, Conclusions, References and List of Abbreviation.

In Introduction is treated about consequence of Brassica napus and about situation of
breeding this crop. Literature is about origin and classification, next about breeding of oilseed
rape, particularly hybrid breeding, control pollination. Main part is about autoincompatibility-
mechanism to prevention self-pollination, which is used in hybrid breeding.

There is at full length described S-locus, where is genes for selfcompatibility. Second
part of this research is about resistance in Brassica to Phoma lingam especially searching of
molecular markers of resistance. First of the two basic aims was analysis of SLG gene and its
application as molecular marker of selfcompatibility. Second aim is searching of molecular
marker of resistance in Brassica napus to Phoma lingam.

Varieties (spectrum of 24 varieties), selfcompatible lines and dihaploid lines of
Brassica napus were used for analysis. The evaluate of phenotype seed test was used and
laboratory test of resistance was used for evaluation of resistance to Phoma lingam. Following
methods, PCR, PCR-RFLP, RAPD, cloning and sequencing, were used for genetic analysis.
Amplification of SLG gene led to success distinction of SI and SC plants. SLG 1 gene appears
like possible molecular marker for selection AC plants.

Most of the cultivars has in genome a dominant allele of SLG 1 gene — alelle 470. In
two SC cultivars Topas and Global there are more of alleles of SLG 1.

In all cultivars was confirmed allele S75 of SLG 1I gene. The sequences of SLG II gene
in two different compatible lines were the same. It does not confirm that alleles of SLG 11
gene in lines Start and Tandem are different. In line WRG there is a different allele of SLG 11
gene. Method PCR-RFLP was tested for classification of S-haplotypes. PCR-RFLP of SLG
gene is a good marker for classification of S-haplotypes and for detection of ratio of hybrid
seeds. RAPD does not a good method for this application.

RAPD method is effective for distinquish sensitive and resistant genotypes of donor
plants in study of resistance to Phoma lingam. Marker for resistance to Phoma lingam was
derived from DNA (RAPD) fingerprints. Resistant and sensitive plants is possible to
distinguish after RAPD analyses with primer OPA14.
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1. UVOD

Mezi sedm svétové nejvyznamnéjSich olejnin patii pravé fepka. Rocni svétova
produkce semen fepky ¢ini necelych 40 mil. tun, to je zhruba 1/6 celkové produkce olejnatych
semen na svété. Nejvétsimi producenty fepky je v souasnosti Cina, zemé Evropské unie a
Kanada (BARANYK 2000). V Ceské republice ziistavaji olejniny spolu s obilovinami hlavnimi
trznimi plodinami.

Vyznam této plodiny a moznost jejiho vyuziti je znacny. Nejvyznamnégj§im produktem
fepky je samoziejmé olej, ktery je vychozi surovinou pro nesmirné rtznorodou skalu
vyrobkil. Repka olejnd ma mnohostranné vyuziti nejen jako potravinaiska surovina, ale také
ve farmacii, oleochemii, pti vyrobé¢ biopaliv ¢i jako energeticka plodina.

Za piipomenuti stoji také dva dulezité aspekty - obnovitelnost tohoto zdroje a
snadnéjsi biologickd odbouratelnost vyrobkll z rostlinnych oleji oproti vyrobkiim z olejli
mineralnich (BARANYK 2000).

V poslednich nékolika letech se metody a techniky Slechtitelské prace vyrazné
zmé&nily. Stale vice se pii Slechtitelské praci uplatiiuji metody molekularni biologie. Nastup
molekularni biologie do oblasti Slechténi zapo€al mapovanim RFLP markert do genetickych
map hospodaisky vyznamnych plodin. Objev a vylepSeni metody PCR umoznilo rozvoj a
pouziti velkého mnozstvi genetickych markert a sekvenovéni. S pfibyvajicim mnozstvim
informaci o funkcich jednotlivych genti v genomu rostlin budou molekuldrni metody klicové
pro ziskani pozadovanych vlastnosti. Jakmile se podafi identifikovat alespon ¢ast gend, které
podminuji ekonomicky vyznamné kvantitativni znaky, velmi vzroste vyznam vybéru na
zakladé marker.

Slechténi fepky v Ceské republice je v soucasnosti stale vice aktudlni problém.
Vsechny $lechtitelské subjekty zabyvajici se §lechténim fepky v Ceské republice jsou
sdruzeny pod asociaci ,,Ceska fepka“. Tato asociace spolupracuje s Vyzkumnym tstavem
rostlinné vyroby Praha-Ruzyné a s Biotechnologickym centrem Zeméd¢lské fakulty Jihoceské
univerzity v Ceskych Budgjovicich. Spole¢né usili poslednich deseti let pfineslo Gspéch

v registraci 4 novych odrid - ,,Oponent, ,,Aplaus®, ,,Opus* a ,,Oksana®.

Zaméfeni vyzkumné a $lechtitelské Ginnosti sdruzeni Ceska fepka je dle KOPRNY (2008)
cileno do nasledujicich oblasti:

1) Tvorba novych materiali s pozadovanymi parametry vynosu a kvality v¢etn¢ produkce



dihaploida
2) Hybridni Slechténi

A) Na bazi cytoplazmatické samci sterility Ogu-INRA

B) Na bazi sporofytické autoinkompatibility (AI)

C) Na bazi systému cytoplazmatické sam¢i sterility SHAAN 2
3) Slechténi na zménénou kvalitu oleje a $rotu

4) Slechténi na rezistenci vii€i chorobam, Skiidclim a abiotickym strestim.

Na Zemédélské fakulté v Ceskych Budgjovicich (dfive na katedie picninaistvi, dnes
v Biotechnologickém centru) ma vyzkum v oblasti fepky dlouholetou tradici. Behem svého
doktorandského studia jsem se zabyval zejména molekuldrnimi markery u fepky, a tim
alesponi ¢astecné ptispél do celého velkého procesu pii Slechténi fepky. Dosazené vysledky

predkladam v této disertacni praci.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Piivod a systematika Fepky

Repka Brassica napus (brukev fepka olejka - B. napus L. subsp. napus) ma 2n = 38
chromozomu, které predstavuji dva slozené genomy - 10 chromozmii genomu AA pochazi z
Brassica campestris L. (nyn¢j$i platny nazev B. rapa L. subsp. oleifera (DC.)METZGER) a 9
chromozému genomu CC z B. oleracea L. (FABRY ET AL. 1992, LABANA A GUPTA 1993).

Schéma znazornujici ptivod fepky je uvedeno na obrazku 2.1.

Obr. 2.1.: Pivod fepky

Brassica nigra

B. carinata
BBCC

Brassica oferacea Brassica campestris

H AR

Cytologické studie a experimentalni kiiZzeni vedly k hypotézam o ptibuzenskych
vztazich druhli v ramci rodu Brassica a k domnénce o ptivodu fepky. Kulturni druhy rodu
Brassica se podle poctu chromozoémii rozdéluji do tiech zakladnich skupin s genomy A, B, C.
U monogenomickych druht se na zdkladé chovani chromozomi v pribéhu mitdézy, na
zakladé cytologickych studii, uvazuje o jejich spolecném, nyni vyhynulém, ptedkovi se

zakladnim chromozomovym ¢islem x = 5 nebo 6 (LABANA a GUPTA 1993). Zéakladni druhy
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vznikaly z tohoto piedka procesem autopolyploidie nasledované eliminaci nékterych
chromozom a strukturdlnimi piestavbami (DOWNEY, KLASSEN a STRINGAM 1980, ROBBELEN
1985).

Kombinaci téchto zakladnich skupin ndhodnym spontannim kiizenim rodicovskych
forem a naslednou amfidiploidizaci vznikly dalsi skupiny (MCNAUGHTON 1976, ROBBELEN
1985). Piehled zékladnich a amfidiploidnich skupin druht rohu Brassica je uveden v tabulce
2.1. Diikaz o tomto hybridnim ptvodu kulturni fepky byl podan nejprve cytotaxonomickymi
experimenty MORINAGA (1934), doplnén a potvrzen pracemi U (1935), a pozdéji doplnén
Slechtitelskymi a hybridizaénimi experimenty (FRANDSEN 1943, 1947). Dikaz o
polytyletickém pavodu fepky je v poslednich letech potvrzovéan i1 na zdkladé molekularné
genetické analyzy, pomoci RFLP analyzy jaderné DNA, ctDNA a mtDNA (SONG a OSBORN
1992) nebo na zékladé RAPD markertt (DEMEKE, ADAMS a CHIBBAR 1992). Dtive byla snaha
vyuzivat postup resyntézy ftepky z ,pavodnich®“ rodi¢ovskych forem, zejména jako
Slechtitelské strategie pro rozsifeni genetické variability ve Slechténi fepky (SCHENCK a WOLF
1986, SUNDBERG a GLIMELIUS 1986, AKBAR 1989, CHEN a HENEEN 1989). Bylo dosazeno
nékolika uspécht, byly ziskany jarni i ozimé fepky, napf. se Zlutym semenem (BECHYNE

1988).

Tab. 2.1.: Prehled zakladnich a amfidiploidnich skupin druhti rodu Brassica.
(dle FABRY ET AL. 1992)

Skupina Pocet chromozomii (n) Genomy Druh

L 10 AA B. campestris
IL. 8 BB B. nigra

I1I. 9 CC B. oleracea
Iv. 18 AABB B. juncea

V. 19 AACC B. napus

VL 17 BBCC B. carinata

11



Rodicovské druhy fepky se velice obtizné kiizi, zejména z divodu deficience
endospermu, kterd vede k aborci embrya. Spontanni vyskyt de novo ,,syntetizované* fepky je
extrémné tidky, nejen pro bariéry pifi oplozovani a pfi vyvinu embrya, ale napf. i pro
odliSnosti v barvé a utvafeni kvétu rodicovskych komponent. ,Divoka*“ fepka ma
pravdépodobné ptivod ve Sttedomoii, v oblasti, kde se prekryvaji oblasti vyskytu B. oleracea
a mnohem rozsitenéjsi B. rapa. Na zaklad¢ studia rozsahu variability morfologickych forem,
porovnani s rodicovskymi formami, se usuzuje, ze B. napus vznikla opakované nékolikrat na
zakladé
(MCNAUGHTON 1976, ROBBELEN 1985,

spontanni  vzdalené hybridizace odliSnych forem B.rapa a B. oleracea
FABRY ET AL. 1992). Vzhledem ke svému
fylogenetickému ptvodu fepka zahrnuje jen rozsah variability poddruhii nebo wvariet
B. oleracea a B. campestris (B. rapa), které byly zi€astnény v plivodnim kiiZeni, a geneticka

vvvvvv

rostlin ukazuje obrazek 2.2. (dle ROBBELEN 1985).

Obr. 2.2: Fylogenetické vztahy v ramci rodu Brassica a nékterych ptibuznych taxont.
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2.2. Historie Slechténi Fepky

Repka olejka (Brassica napus) je spontanni amfidiploidni druh s haploidnim poétem
chromozoml n=19 (10+9), ktery vznikl hybridizaci druhli B. oleracea (genom C) a B. rapa
(syn. B. campestris) - genom A (FABRY ET AL. 1992).

Piedpokladany pocatek péstovani, tim tedy i primitivni Slechténi, fepky na naSem
uzemi se datuje do obdobi 8-10 stoleti. Nékteré staré¢ prameny (napt. Ottliv nauc¢ny slovnik)
uvadéji zavedeni péstovani fepky do Rakouska - Uherska ve vétsi mife koncem 18. stoleti .
Hovoti se zde také o vyuziti oleje brukvovitych (fepky) jako oleje pro vyrobu mydel a hlavné
pro vyrobu lampového oleje. Pro potravinaiské vyuziti se tento olej nepouzival, kvili jeho
,hotké chuti®. V pocatcich péstovani olejnin se ovSem nerozliSoval botanicky druh fepky a
fepice (zhruba do konce 18. stoleti).

Velkym meznikem ve Slechténi fepky byl rok 1960, kdy byly nalezeny Stefansonem
v Kanadé¢ rostliny bez kyseliny erukové. Tyto mutace daly zéklad vySlechténi prvnich odrad
s nizkym obsahem kyseliny erukové oznacené jako jednonulové (,,0°). Dalsim uspéchem bylo
nalezeni genového zdroje s nizkym obsahem glukosinolat v polské odridé€ ,,Bronowski®. V
sezon¢ 1983/84 bylo zahdjeno péstovani dvounulovych odrid (,,bezerukové s vyrazné
snizenym mnozstvim glukosinolati*) (VASAK 1994).

V soucasné dob¢ se Slechti fepky tfinulové (Zlutosemennd, se snizenym obsahem
vldkniny), ctyfnulové (redukovany obsah kyseliny linolenové), fepky ,,E0“ s vysokym
obsahem kyseliny erukové a nizkym podilem GSL (existuje né€kolik odriad), hybridni,

transgenni a hybridni transgenni (VASAK ET AL. 1997).

2.3. Hybridni Slechténi Fepky

Slechténi hybridd je neji¢inngj§i metodou ke genetickému zlepdeni uZitné hodnoty
péstovanych plodin. Jejich pfednosti je predevSim vétsi fyziologickd vykonnost a vétsi
odolnost k neptiznivym podminkdm prostiedi. Pii tvorbé hybridnich odrid dochazi
k produkci osiva z kontrolovaného kiizeni dvou komponent. Veskeré potomstvo takového
je také vyssi mira heterozygotnosti potomstva (NESVADBA A MACHAN 1998).

Hybridni $lechténi je tim vyhodnégjsi, ¢im vyssi je heteroze a ¢im vétsi je hodnota
specifické kombinac¢ni schopnosti ve Slechtitelském materialu. Obecné mizeme tedy heterozi
oznacit jako biologicky jev zvySené vitality a produktivity F; generace po zkiizeni geneticky

rozdilnych genotypid ¢i linii. Zakladnim pozadavkem je vSak existence hybridniho
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mechanismu, tzn. ekonomicky vyhodného postupu, ktery vede ke kontrolované hybridizaci
matetského a otcovského materialu a zisku hybridniho osiva (NESVADBA A MACHAN 1998).

Hybridni Slechténi spada do oblasti Slechtitelskych metod heterozniho kiiZeni.
Vyuziva heteroze po zkfizeni rodi¢l s dobrou kombina¢ni schopnosti. Rodi¢ovské
komponenty jsou zpravidla odridy nebo inzuchtované linie. Maximalniho heterozniho efektu
je dosazeno v F; generaci. Patii sem Slechténi meziliniovych hybrida a syntetickych populaci.

Pocet hybridnich odrid u polnich i zahradnich plodin se neustdle zvySuje, pfesto u
mnohych plodin neni hybridni Slechténi zavedeno, protoze chybi vhodny mechanismus
zajist'ujici kontrolované opyleni. Podil hybridnich odrid fepky stoupl od roku 1998/99, kdy se
zacaly hybridni odridy u néas péstovat na 25,2 % ploch tepky u zésevu v roce 2006/07
(BARANYK 2007).

Podle rodi¢ovskych komponent lze hybridy rozdélit na meziodridové, meziliniové,
odrido-liniové, modifikované, sesterské a zpétné. Podle poctu rodi¢ovskych komponent
rozliSujeme hybridy jednoduché, slozité a dvojité.

Produkce hybridniho osiva generace F; meziodriidovou ¢i meziliniovou hybridizaci se
vétSinou zajistuje systémem stiidavych pasd, tj. vysevem mateiského komponenta (i s CMS)
jednim secim strojem a vysevem otcovského opylovace druhym secim strojem, ve vhodném
pomeéru (3 : 1, 6 : 2). Po opyleni se opylova¢ odstraniuje a osivo se ziskdva jen z rostlin
matetfského komponenta, coz zajisti sklizeni Cistého hybridniho osiva .

Dobrym ptedpokladem pro rentabilni uplatnéni vyroby hybridniho osiva fepky je jeji
vysoky rozmnozovaci koeficient a na druhé stran¢ nizka potfeba osiva na jednotku plochy.
Vynos semene u fepky miZze byt vlivem heter6zniho efektu o 60 - 70 % vyS$i oproti
rodicovskym liniim (GRAND A BEVERSDORF 1985, LEFORT-BUSON ET AL. 1987). Hybridni
kombinace dosahuji 15 - 20 % pfirtstku v porovnéni s nejlepsimi liniovymi odridami (BANKS
A BEVERSDORF 1994). Je tieba si uvédomit, ze zakladem tspés$nosti vyroby hybridniho osiva
je v konecné fazi opyleni matet'ské linie pylem rostlin linie otcovské, aby byl co nejvétsi podil
hybridniho potomstva. Znacnou nevyhodou je pifevazujici samospraSnost a jen Céastecnd
cizosprasnost fepky. Repka je fakultativné cizosprasna z 20-40 %. Protoze vyroba hybridniho
osiva sruéni kastraci je u fepky vyloucena, hledaji se mechanismy umoziujici fizené

opylovani.
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2.3.1. Mechanismy pro Fizené opyleni
Cytoplazmaticka pylova sterilita (Cytoplazmatic Male Sterility, CMS)

V literatufe je popsano asi sedm typia CMS u fepky, napt.: nap, ogu, pol (FU A YANG
1998). Rostlina nevytvaii viibec pyl nebo vytvari pyl zcela nefunkéni v disledku mutace
jadernych gent fertility (Rf na rf). Projevuje se nejCastéji deformaci prasnikti az jejich
zakrnénim. Jednd se o interakci mezi uréitym typem bunécné protoplazmy (S, F) a geny pro
sterilitu (rf) v chromozomech. Genotyp rostliny pylove sterilni je S »f rf. Geneticky identicka
rostlina s jinou protoplazmou zustava fertilni (F #f rf), vzniklé zygoty budou mit stejnou
protoplazmu jako matetska rostlina a znaky pro sterilitu jako oba rodice. Vysledkem je opé&t
pylové sterilni rostlina (S 7f rf). Tento systém umoziluje jednak udrZzovat a soucasné
namnozovat pylove sterilni linii, ale také ji kombinovat s jakoukoli jinou fertilni linii (typu F
Rf Rf nebo F Rfrf) a tim produkovat hybridni osivo na bazi CMS s moznosti obnovy pylové
fertility. Rostliny s restauratorskymi geny Rf v jadfe po zkiiZeni se sterilni rostlinou obnovuji
(restauruji) fertilitu a fertilni rostliny maji genotypy pak typu S Rf Rf nebo S Rf rf (HANSON
1991).

V praktickém vyuzivani CMS pietrvava 1 nadale problém vhodnych udrzovatelt
sterility a hlavné ziskani u¢innych obnovitelii fertility s Rf geny bez negativniho ovlivnéni
dalSich znakt a vlastnosti. Sterilni cytoplazma mlze mit negativni vliv na vynosy a nékteré
systémy nemusi byt stabilni v riiznych pfirodnich podminkach (TU ET AL. 1999). Vysoky
obsah GSL u linii obnovitele je zptsoben pifenosem genu obnovy fertility z fedkve do fepky
(DELOURME ET AL. 1998, RENARD ET AL. 1997).

V soucasnosti jsou v Evropé nejvice rozsifené¢ hybridni systémy MSL (Ménlicher
Sterilitdt Lembke) a CMS (Cytoplasmatic Male Sterility) Ogu-INRA. Vyhodou systému Ogu-
INRA oproti rozsifenému systému MSL je vysoka stabilita samci sterility a relativné nizké
naklady na vyrobu osiva (FRAUEN ET AL. 2001). Naopak nevyhodou tohoto systému je
nespolehliva obnova fertility a problémy s obsahem GSL u obnovitele. Oba systémy maji

omezenou genetickou zakladnu.
Schéma 2.1. znazorfiuje vyrobu hybridniho osiva na bazi CMS typu ogu/INRA.

V tomto pfipadé¢ se jedna o kompozitniho pylové sterilniho hybrida, do osiva hybridni odridy

musi byt ptidano asi 20 % opylovace.
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Schéma 2.1.: ,,0gu/INRA* sterilni hybridy (typ ,,Synergy) (Upraveno podle BARANYK 2000).

Sterilni
Udrzovatel materska Otcovska
sterility linie linie

jadro jadro jadro
rfef rfrf rfrf

fertilni sterilni fertilni

Péstovani v pasech

Mnozeni Mnozeni Mnozeni
udrzovatele sterilni otce
sterility matefské linie (F) rfrf

(F) rfrf (S) rfrf Péstovani w

Sterilni F; hybrid

Jaderné pylova sterilita (Genic Male Sterility , GMS)

Sterilita je vyvolana pouze jadernymi geny a podminéna mutovanym genem fertility
(Rf — rf). Existuji minimalné dva typy jaderné pylové sterility, dominantni a recesivni. Pro
Slechténi hybridnich odrid vyuzivajici tento systém postaci pouze dvé linie. Nevyskytuje se

zde negativni vliv cytoplazmy na vynos (TU ET AL. 1999).

Schéma 2.2.: ,MSL* fertilni hybrid (,,typ Pronto*) vyroba hybridniho osiva typu MSL (Male Sterility
Lembke), ktery je v konecné fazi plné fertilni. (Upraveno podle BARANYK 2000).
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Sporofytickd inkompatibilita

Autoinkompatibilita (Al) byla u fepky popséna roku 1953. Jde o Uplnou inhibici
pylové lacky pfi samoopyleni. V tomto systému aktivni glykoproteiny na povrchu blizny
zastavi rast pylové lacky u vlastniho pylu. Cizi pyl mize rust dal. Kazdy glykoprotein je
geneticky definovan jednou S-alelou .

Pro piekonani Al pii mnoZeni inbrednich linii je zndmo n€kolik metod, neni zde tedy
zapotiebi zddného udrzovatele sterility, jako je tomu u systémt vyuzivajicich CMS. Literatura
uvadi riizné metody prekondni Al je to naptiklad postiik chloridem sodnym (MONTEIRO ET
AL. 1998, FU ET AL. 1992); déle pak expozice oxidem uhli¢itym (NAKANISHI A HINATA 1975,
PALLOIX ET AL. 1985).

Al reakce souvisi s blokaci hydratace pylu stejného haplotypu (STONE ET AL. 1999). Je
tteba podotknout, ze hydratace je blokovdna pouze v misté kontaktu pylu a papilarni bunky.
Pti opyleni smési inkompatibilnich a kompatibilnich pylovych zrn jsou inkompatibilni zrna
blokovana, zatimco kompatibilni na stejné papilarni buiice normaln¢ hydratuji (SARKER ET AL.
1988). Popsanou hydratacni blokadu Ize prekonat napt. zvySenou vlhkosti, avSak rist pylu je
stejné v pozd¢jSim stadiu zastaven (DEARNALEY ET AL. 1997). Jednd se o klasicky dikaz, Ze
Al reakce u rodu Brasica ma vice kontrolonich bodii (HESLOP-HARRISON 1975).

Systém vyuzivajici autoinkompatibilitu se dnes bézné pouziva pro produkci hybridi
ruznych druhti brukvovité zeleniny. Prvni hybridni odridy jarni fepky, vytvoiené na zakladé
Al, byly zavedeny v Kanadg¢, Slechténi ozimych hybrida se rozviji v SRN, Anglii, Dansku 1
v CR. U nas se Al hybridy zatim nepéstuji. Prvni materialy zaloZené na Al byly piihlageny do
odriidovych zkousek i v Ceské republice (SOBOTKA 2001).

Vyrazny heterozni efekt u jarnich Al hybridl zjistili MA ET AL. (2003). Ve srovnani
s liniemi opylovact doSlo u 15 experimentalnich hybridi k primérnému zvySeni vynosu
hybridd o 380 kg na lokalité Svalév (Svédsko) a o 556 kg na lokalité Gansu (Cina).
Procenticky nartist vynosu semene byl 17,04 %, resp. 19,91 %. Al hybridy jsou schopny
konkurovat dal§im hybridnim systémim pouzivanym u ozimé fepky. O tomto svéd¢i 1 vynosy
experimentalnich hybridd z roku 2007, kdy ve srovnani s hybridnimi kontrolami byl vynos
nékterych Al hybrida vyssi az o 11,8 % (KOPRNA 2007).

Brassica rapa 1 B. oleracea, druhy znichz vznikla kulturni fepka, jsou pfirozené
inkompatibilni. Tt diploidni druhy rodu Brassica; B. rapa (AA, 2n = 20), B. oleracea (CC,
2n = 18), B. nigra (BB, 2n = 16); jsou autoinkompatibilni, ale amphidiploidni druhy; B. napus
(AACC, 2n = 38), B. juncea (AABB, 2n = 36) a B. carinata (BBCC, 2n = 34) jsou obecné
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autokompatibilni (OLLSON 1960). Existuji tedy rizné cesty ziskani autoinkompatibilni fepky,
a to tieba selekci rostlin z populaci fepky klasickym Slechténim nebo pomoci introdukci
S-alel z rodi¢ovskych druhti do kulturni fepky pomoci resyntézy. Soucasné odriidy fepky vSak
predevsim diky Slechténi a vybéru maji ve svém genomu nefunkéni alely pro AI. KUCERA ET
AL. (1995) uvadi vyskyt Al rostlin u sou€asnych odriid okolo 0,1 %. HAVEL (1994) vychazel
z originélnich zdroji Al nalezenych v populacich bézné péstovanych odriid fepky. Vyskyt Al
rostlin v populacich dvounulovych fepek uvadi 0,3 — 3,9 %.

Vychodiskem pro ziskani Al linii fepky by mohla byt selekce Al jedinch ze starych
odriid a kfizeni téchto linii se soucasnymi odridami. Toto vSak pfinasi fadu problémd,
predevSim vneseni nezddoucich znakli a snizeni kvality. Predpoklada se také vazba gent
zodpovédnych za Al s geny pro zvySeny obsah GLS. Jak uvadi KUCERA ET AL. (1995), je u
Al linii vysoky obsah glukosinolatl, pfestoze jsou odvozeny =z vychozich materidlt
s dvounulovou kvalitou. Dal§im feSenim by mohlo byt pfeneseni zminovanych gent do fepky
z B. campestris, popt. B. rapa., pomoci resyntézy nebo transgenoze.

Existuje také moznost pifenosu genu pro Al spole¢né s geny rezistence k uréitému typu
herbicidu do matetské linie. V praxi by to znamenalo velkou vyhodu v tom, Ze pro likvidaci

otcovské komponenty by postacil postiik timto herbicidem.

Chemicky indukovana sterilita

Do této skupiny patii gametocidy, coz jsou chemickd Cinidla, ktera vyvolavaji sterilitu
prasniku matetské rostliny. U druhl s delSim obdobim kveteni, jako je pravé fepka, vSak
nelze tento postup vyuzit (ARNISON 1997). Patii sem napt. Certation, chemicka latka, ktera
zpusobuje rychlejsi proristani pylu geneticky odlisné rostliny k vajicku oproti pylu vlastnimu

nebo pylu podobného haplotypu. Tato latka se nepouziva.

2.3.2. Molekularni ziaklad autoinkompatibility

Autoinkompatibilita (AI) pfedstavuje pro rostliny moznost, jak zabranit opyleni
vlastnim pylem. Repka olejnd (Brassica napus L., convar. napus, Syn. var. arvensis
(LAM.)THELL.) je fakultativné cizospra§na, samosprasnost prevazuje. Repka je
allotetraploid (AACC) a skladéa se z genomt Brassica rapa (AA) a Brassica oleracea (CC).
Ve snaze zvysit produkci je Slechténi zaméfeno na Slechténi cizosprasnych linii pro tvorbu F,

hybridi. Pro produkci hybridniho osiva je nutné zamezit samospraSeni. Pti feSeni tohoto

18



ukolu se vyuziva genové a cytoplazmaticky zalozené pylové sterility. Dal§i moZnost u fepky
pfedstavuje jiz zminénd autoinkompatibilita, systém zabrafiujici opyleni vlastnim pylem
(GOWERS 1989, HAVEL 1996). U druhii Brassica rapa a Brassica oleracea se vyskytuje
prirozené, naproti tomu u B. napus je vyskyt ojedinély, naptf. u specidlnich linii nebo u
nekterych rostlin starych odrtd.

Autoinkompatibilita je kontrolovana jedinym usekem DNA tzv. S-lokusem, ktery ma
velky pocet alel (OCKENDON 1974, DE NETTANCOURT 1977). Pocet alel u rodu Raphanus se
odhaduje na 34 (SAMPSON 1957), u Brassica rapa na 30 (NOU ET AL. 1993) a vice nez na 50
u Brassica oleracea (BRACE ET AL. 1994). S-alely u rodu Brassica jsou podle svého
fenotypového ucinku na zakladé klasické genetické analyzy rozdéleny na skupinu alel
s vysokym stupném dominance a skupinu povazovanou za recesivni (NASRALLAH ET AL.
1991).

Velice zjednodusen¢ 1ze pribeh autoinkompatibilni reakce popsat asi takto: Po dopadu
pylového zrna se musi SP// protein, resp. SCR protein (SUZUKI ET AL. 1999), piesunout do
papilarnich bunék blizny, ¢emuZ napomahaji SLG a SLRI proteiny (DIKINSON 1995). SP11,
je-li stejného haplotypu, se pravdépodobné navaze k aminokyselinovym zbytklim uvniti
extracelularni S-domény SRK. Po navazani ligandu dojde k dimerizaci SRK, a tim je vyvolana
Al odpovéd’ (NASRALLAH ET AL. 1994). Tyto signalni udalosti spousti kaskadu reakci, které
vedou ke kone¢né inhibici proriistani pylové la€ky a zamezeni opyleni vlastnim pylem, resp.
pylem stejného haplotypu. Pro ujasnéni je dilezité podotknout, ze SP11/SCR pisobi jako
sam¢i determinant a je lokalizovan predevSim v pylovém obalu, zatimco k expresi SRK
dochazi pievazné v bliznach. Obecné lze Al reakci pfirovnat k obranym rozpoznavacim
mechanismim proti patogeniim s tim rozdilem, Ze v tomto ptfipad¢ se organismus brani svému
vlastnimu pylu (WRANA ET AL. 1994)

Na S-lokusu byly identifikovany asi dvé desitky geni, které kosegreguji piesné s Al
fenotypem (BOYES ET AL. 1997, CASSELMAN ET AL. 2000). Za dulezité geny ucastnici se Al
reakce jsou povazovany geny SCR a SRK.

Nékteré geny lezici na S-lokusu jsou vysoce polymorfni, coz je pfirozené v ptipadé
genu, které se ucCastni rozpoznavaci reakce. Znalost polymorfismi genti S-lokusu Ize vyuzit
pro odliSeni linii, vyhledavani Al rostlin z populace, ovéfeni uspeéSnosti kiizeni, zjiSténi
Cistoty a heterozygotnosti osiva, dale pro selekci po kiiZeni, pro vytvoieni vhodnych linii,
které se vzajemné sprasi a nedojde vSak k opyleni rostlin v ramci jedné linie.

Dulezita je zejména Casna detekce inkompatibilnich rostlin, k ¢emuz je tieba pouze

malé Cast rostlinné tkan€. Nemusi se ¢ekat na fenotypovy projev autoinkompatibility resp.
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autokompatibility. Napiiklad technika PCR-RFLP je uziteCny nastroj pro piredbéznou

identifikaci S-haplotypu v rostlinném materialu (NISHIO 1997).

Vyznamné geny S-lokusu:

SRK (S-locus receptor kinase; STEIN ET AL. 1991) gen kdéduje transmembranovy
protein. Je exprimovan v blizné a jevi se jako kliCovy pro rozpoznavaci reakci a Al odpovéd.

SLG (S-locus glycoprotein; NASRALLAH ET AL. 1985) - gen pro S-lokus glykoprotein.
Jeho funkce neni piesné znama4, ale predpoklada se, Ze mé pomocnou tlohu pfi prubéhu Al
reakce (TAKASAKI ET AL. 2000). Podili se na pylové adhezi (LUU ET AL. 1999), hraje roli ve
stabilizaci SRK a posiluje difazi pylového faktoru do blizny (SCHOPFER ET AL. 1999). Protein
SLG by mohl podporovat proces rozpoznani SCR nebo se ucastni transportu SCR
k cytoplazmatické membrané (TAKASAKI ET AL. 2000). SLG by mohl napomahat akumulaci
SRK v papilarnich buiikdch (DIXIT ET AL. 2000). Bylo potvrzeno, ze SLG neni k Al reakci
nezbytné nutny (TAKASAKI ET AL. 2000). SLG geny byly rozdéleny do dvou tfid — tiidy I a
tiidy II (CHEN A NASRALLAH 1990). SLG geny ttidy I pochdzeji z dominantnich haplotypt
(OKAZAKI ET AL.1999), pro jejich amplifikaci (PCR) je mozno pouzit primery PS5 a PS15
(NISHIO ET AL. 1996). Po amplifikaci dostaneme fragment dlouhy ptiblizn¢ 1 300 pb.

U vétSiny soucasnych odriad fepky doslo vlivem mutace ke ztraté¢ aktivity genu SLG
ttidy 1. Naamplifikovani SLG 1 znamend automaticky AK fenotyp (je dominantni a ptekryje
ucinek recesivnich — aktivnich i neaktivnich alel). Alely SLG genu vykazuji polymorfismus,
1ze je odlisit metodou RFLP, jsou v tésné vazbé s dilezitymi geny S-lokusu podilejicimi se na
autoinkompatibilni reakci, coz je predpokladem k vyuziti tohoto genu jako markeru
autoinkompatibility. Prestoze gen SLG sam o sob€ neni k Al reakci bezpodmine¢né nutny
(TAKASAKI ET AL. 2000), splituje velice dobie pfedpoklady genetického markeru pro
autoinkompatibilitu (SOBOTKA 2001). Pro markerovani autoinkompatibilyty se gen SLG
ukazal byt vhodny (SAKOVA ET AL. 2002).

SCR (S-locus cysteinerich protein; SCHOPFER ET AL. 1999 ), syn. SP// (SUZUKI ET AL.
1999), je exprimovan pouze v prasnicich. Patii ke skupiné¢ PCP proteinti a je povazovéan za
samCi determinant Al. Je produkovan bunkami tapeta a vaze se na protein genu SLG bez
ohledu na S-haplotyp. Je v genové vazbé s geny SLG a SRK (SCHOPFER ET AL. 1999). Také u
genu SCR, jehoz produkt je povazovan za samc¢i determinant, byla prokdzana existence
vysokého stupné polymorfismu (WATANABE ET AL. 2000).

Vzdélenost mezi geny SLG a SRK je ruzna v zavislosti na S-haplotypu (CUI ET AL.
1999).
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2.4. Rezistence fepky k Phoma lingam

Phoma lingam je jednou znejvyznamnéjSich chorob fepky zpiisobujici poskozeni
porostll ve vSech svétovych oblastech péstovani. Z tohoto divodu je Slechténi fepky pro
programu (PILET ET AL. 1999).

Pivodcem fomové hniloby (fomového Cernani stonkl) je houba Leptosphaeria
maculans (anamorfa Phoma lingam). U mladych rostlin se objevuji na d€loznich listech,
stonku, kofenovém krcku a na kotfenech Sedohnédé skvrny s tmavsi obrubou. Silngji napadené
rostliny hynou. U star§ich rostlin jsou tyto skvrny vpadlé. Pfi vlhkém a teplém pocasi na
podzim se mohou prvni typické symptomy objevit jiz velmi brzy. Na listech 14 dnii po infekei
vznikaji prvni nazloutlé (ve stfedu pozdéji bélavé) skvrny, v nichz se tvofi ¢erné plodnicky,
tzv. pyknidy. Napadeni listii vS§ak nema vliv na vynos. Ackoli pfes zimu dochazi k odumirani
listd, pyknidy si zachovavaji zivotaschopnost a predstavuji zdroj infekce, ktery muze
rozhodovat o vysi vynosu. Tento infekéni potencidl byva vyssi, jestlize listy zlstanou pies
zimu soucasti rostliny. Symptomy se objevuji na jafe v podobé hnédocernych skvrn na bazi
stonkil. Skvrny se $ifi, nemocné pletivo trouchnivi, popi. korkovati, naruSuje se zasobeni
vodou a zivinami a rostliny se mohou u kofenového krcku ohybat. Skvrny na stoncich jsou
charakteristické ¢ernym lemem, ktery ohranicuje zdravé pletivo od nemocného. Poskozeni
stonku, ktera mohou byt zplisobena poZzerem Skudcti (napf. krytonoscem fepkovym nebo
krytonoscem ¢tyizubym) nebo ristovymi trhlinami a trhlinami v disledku teplotnich zmén, se
stavaji vstupni branou infekce pro tuto houbu. Pfi napadeni kotfent kotfenova kiira praska a
odlupuje se ("Cerna noha"). Rostliny zaostavaji v rastu a jdou snadno vytahnout ze zemé
(siln¢€ redukované "pahylovité" koteny). Dochazi k napadeni SeSuli, z nichz patogen prertista
do semen. Pfi ¢asnych podzimnich infekcich mize houba zpisobovat vyzimovani rostlin, pii
jarnich pfed¢asné dozravani Sesuli (KOUBOVA 2005).

Skody zptisobené fomovou hnilobou se kazdy rok lidi. Rozhodujici roli pfitom hraje
nachylnost odrtid a pritbéh pocasi. V letech s nizkym infekénim tlakem se vSak rozdily mezi
odridami pfili§ neprojevi. VétSina péstovanych odrid vykazuje relativné dobrou toleranci
vuci této chorobé, takze aplikace fungicidi na podzim neni zpravidla nutnd. Pokud vSak
nastanou podminky, které podporuji infekci (vlhky podzim, mirnd vlhka zima), mtze se

rozvinout napadeni, které¢ vyzaduje ochranny zasah (KOUBOVA 2005) .
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2.4.1. Podstata rezistence

Vlastni genetické zalozeni odolnosti k fomové hnilobé neni komplexné znamo. Jedna
se o Siroky rozsah typti dédi¢nosti - od monogenni k polygenni, od dominantni k recesivni.
Tato variabilita dédicnosti v odolnosti k fomé se predevsim odviji od typu a rasy patogena
(CARGEEG A THURLING 1979, DELWICHE 1980, HILL 1991, PANG A HALLORAN 1996).
V riznych fenofazich tidi odolnost rozdilné geny (ZHU ET AL. 2003). Kvalitativni, Uplna
(specificka) rezistence se uplatiiuje v ¢asnych stadiich, kvantitativni, ¢astecna (nespecificka)
rezistence u dospélych rostlin.

Kvalitativni (specifickd) rezistence je zalozena na principu gen-proti-genu. Kazdému
genu rezistence u hostitele odpovida gen avirulence u patogena. Plati zde vztah gen virulence
(patogen) - gen rezistence (hostitel). Odolnost ¢i nachylnost zévisi na piitomnosti jednoho
major genu pro rezistenci v rostlin€ (R) a jednoho korespondujiciho genu avirulence (AVR)
u patogena (schéma 3). Toto specifické rozpoznani vede k rychlému spusténi defenzivni
odpovédi rostliny na naruseni listového povrchu a plné rostlinu ptfed chorobou ochrani
(ROUXEL ET AL. 2004). Pfitomnost jednoho genu specifické rezistence znamend odolnost
pouze viiéi uréité rase patogena. Slechténi odriid se specifickymi geny rezistence je naro¢né a
relativné malo rentabilni, protoze tento typ rezistence byva rychle (vétSinou béhem tfi let)
patogenem piekonan zejména diky bodovym mutacim (ROUXEL ET AL. 2004) .

Velmi vyznamné rasové specifické geny rezistence jsou Rlml, Rim2 a Rim4. Ty jsou
vSak zastoupeny spiSe u ozimych odrid fepky. Ve 26,6 % odrad jarni fepky byl nalezen gen
RIm4, ovsem ostatni geny se vyskytuji zfidka (ROUXEL ET AL. 2003). U odridy Darmor byl
identifikovan gen RIm9 (OLECHNOWICZ ET AL. 2004). Dalsi gen rezistence RI/mS8 byl objeven
u B. rapa. Tento gen je zodpovédny za rezistenci vici australskému kmenu patogena. U
dalsiho druhu B. juncea jsou ptitomny geny odolnosti R/m5 a RIm6 proti evropskym kmeniim
Phoma lingam (BALESTEND ET AL. 2002). Tyto geny rezistence je mozno introdukovat
do odrid B. napus (OLECHNOWICZ 2004). Gen RIm7 je pomérné noveé objevenym genem
rezistence k novozélandské rase patogena (BALESTEND ET AL. 2002). Podle zastoupeni
jednotlivych genli byly odriidy rozdéleny do 4 skupin a dalSich podskupin (CETION, Centre
Technique Interprofessionnel des Oléagineux Métropoltains 2004). Geny rezistence byly
zmapovany do dvou oblasti (dvé vazbové skupiny) LG 10 (Rim 1,3,4,7,9) a LG 16
(DELOURME ET AL. 2004).

Zaroven s vyzkumy genl rezistence probihd na molekularni Grovni studium gent

virulence u patogena- lokalizace pomoci genti markerii, délka oblasti, sekvence, po¢ty ORF,
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vzdalenosti mezi riznymi geny virulence (cM). Zatim bylo objeveno 8 genu avirulence, 6

genu ve 2 klastrech po 3 genech (DELOURME ET AL. 2004).

Schéma 2.3.: Piiklad interakce gen-proti-genu, vyjadiené na déloznich listcich fepky. Pouze kombinace
genu rezistence R/ml na stran¢ rostliny a genu avirulence AvrLml na strané patogena, nevede k piiznakiim

choroby. (Pfevzato a upraveno podle Genoscope, Centre national de séquengage, 2004)

__genotyp rostliny

Riml1

rezigtentnyf

Avrlml

avirnplentni

avrlml

virurlentnf

Kvantitativni (nespecifickd) rezistence je polygené zaloZend a projevuje se u ni silna
interakce genotypu s prostfedim. Je zpravidla U¢innd proti Sirokému spektru patotypt
parazita. Je trvalejsi, avSak Slechténi je naro¢néj$i nez u predeslé. Ma spiSe kvantitativni
charakter. Vztah mezi témito geny specifické rezistence a jejich potencionalni role v
rezistenci dospélych polnich rostlin je diskutovatelnd. Dva regiony, nesouci Rim,

nekoresponduji s majoritnim QTL pro kvantitativni rezistenci (DELOURME ET AL. 2004).

2.4.2. Molekularni markery rezistence

Snahou Slechtitell je ziskat rezistentni nebo alesponn vysoce tolerantni odridy.
Nalezeni vhodného molekuldrniho markeru by urychlilo a zefektivnilo Slechténi k rezistenci.
Pomoci markeru je mozné odhalit ndchylné (napt. po kifizeni dvou riznych odrid) a odolné
jedince jiz v ¢asné fazi ontogeneze a pro dalsi praci pouzit jen vhodné rostliny. Odpada tim,
nebo je alespoii omezena, nutnost laboratornich a polnich testa rezistence k dané chorobé.
ObtiZnost nalezeni molekularniho markeru vyplyva ze sloZitosti podstaty rezistence.

Kvantitativné zalozend rezistence je mapovana pomoci quantitative trait loci (QTL).
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U kvalitativni rezistence je mozné nalezeni markeru segregujiciho sn¢jakym genem
rezistence, ale slozitost je ve velkém mnozstvi gentl, z nich kazdy zabezpecuje rezistenci jen
proti jedné z mnoha ras patogena (FERREIRA ET AL. 1995).

U dihaploidnich linii ziskanych po kiizeni odrid Major a Stellar bylo pomoci
molekularnich markert identifikovano asi 7 regiont, které by mohly byt asociovany s geny
rezistence. Vyznamny lokus zodpovédny za rezistenci k fomové hnilobé v ¢asném vyvojovém
stadiu fepky se zda byt LEM [ (FERREIRA ET AL. 1995). U kitiZencii odriid Westar a Crésor byl
nalezen QTL oznaceny jako LmFrl. Tato rezistence se projevovala ve Ctyfech rozdilnych
podminkach prostfedi (DION ET AL. 1995). Dal§im lokusem asociovanym s rezistenci k
L. maculans je LmR1 nalezeny u odriidy Shiralee (MAYERHOFER ET AL. 1997).

PILET ET AL. (1999) se pokusili vytvofit genetickou mapu pomoci 288 markert (RAPD
a RFLP). Materidlem byly DH populace, kde donorem rezistence byla odrida Darmor
pochdazejici z odriidy Jet Neuf. Tato odriida vykazuje nespecifickou polygenni rezistenci. Byly
nalezeny dva QTL - DY2 a DY3 s vyznamnymi aditivnimi G¢inky. Zd4 se vSak, ze jeden
z QTL je ovlivnén prostiedim (vliv ro€niku). U jiného kiiZeni byly zjiStény tii vyznamné
QTL, z nichz dvé maji dominantni a superdominantni i€¢inky na rezistenci.

Ze soucasného sortimentu registrovanych odriid fepky v CR byly vyhodnoceny na
zaklad¢ statisticky vyznamnych rozdili v laboratornich testech jako odolné dvé odrudy
Capitol a Jesper. Naopak nachylné jsou odriidy Mohican a Orkan (PLAKCHA ET AL. 2002).
Zahrani¢ni autofi uvadeji podobné udaje o odridé Capitol. U odriiddy Capitol byl potvrzen

zminovany gen rezistence R/m (BALESTEND ET AL. 2002).
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3. CILE PRACE

Byly vytyCeny dva zakladni cile prace. Prvnim je analyza geni SLG a stanoveni
moznosti jejich vyuziti jako molekularnich markerti autoinkompatibility u fepky. Druhym
cilem je hledani molekularniho markeru odolnosti Fepky k houbové chorobé Phoma

lingam.

Analvza genu SLG a jejich vyuziti jako molekularnich markeru

Dil¢i cile:

1. charakteristika gentt SLG u odrid a linii fepky, porovnani sekvenci a stanoveni
moznosti vyuziti nalezeného polymorfismu pfi praci ve $lechténi,

2. zjisténi korelace mezi fenotypovym projevem Al a molekuldrnimi daty, coz je
dulezity aspekt pro praktické vyuziti genu jako markeru ur€itého znaku,

3. testovani molekularni metody (PCR-RFLP) za tucelem rychlého a jednoduchého

odhaleni genetické odliSnosti materidlu potencialné pouzitelného v hybridnim Slechténi fepky.

Odvozeni molekularniho markeru odolnosti fepky k houbové chorobé Phoma lingam

Geneticky marker by mél pomoci odliSit nachylné a odolné jedince rostlin fepky
k fomové hnilobé. Snahou Slechtitelll je ziskat rezistentni nebo alespoil vysoce tolerantni
odridy. Nalezeni vhodného molekularniho markeru by urychlilo a zefektivnilo Slechténi k
rezistenci. Pomoci markeru je mozné odhalit nachylné (napft. po kiizeni dvou riznych odrad)
a odolné jedince jiz v Casné fazi ontogeneze a pro dal$i praci pouzit jen vhodné rostliny.
Odpada tim, nebo je alespoit omezena, nutnost laboratornich a polnich testl rezistence k dané
chorobé.

Dil¢i cile:

1. vyhledani RAPD markeru, ktery odliSuje nachylné (Mohican a Orkan) a odolné
(Capitol a Jesper) odrudy,

2. ovefeni segregace markeru v F2 generaci (resp. R1 generaci) Stépici populace
kiizencli nachylné a odolné odriudy, stanoveni korelace markeru s fenotypem (odolnosti),
statistické hodnocent,

3. rozpracovani metodiky navrzeni specifického markeru pro odolnost k fomové

hnilobé.
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4. MATERAL A METODY

4.1.Charakteristika rostlinného materialu

K analyzdm SLG genl bylo pouzito spektrum 24 odrid: Odila, Rasmus, Zorro,
Navajo, Lirajet, Mohikan, Laser, Capitol, Pilot, Ramiro, Cando, Catonic, Orkan, Jesper,
Global, Topas, Regent, Ceres, Falcon, Sonata, Arabela, Slapska Stela, Solida a Westar. Osivo
pochézelo z genové banky VURV Praha Ruzyné a VUOL Opava. Dale byly pouzity Al linie
Tandem, Start a WRG. Al linie pochazely z cileného vyhledavani Al rostlin, které probihalo
na pracovidti VUOL v Opavé. Vyznacuji se vysokou stabilitou Al recesivniho typu (HAVEL
1996). Dalsim materidlem pochézejicim z VURV Ruzyné byly dihaploidni linie (F2 §t&pici
generace, celkem 118 rostlin) po kiizeni Al linii odvozenych z odridy Tandem s riznymi AK
donory kvality (OP-BN-03, Lisek, Rasmus). Pro stanoveni hybridnosti byly pouzity kiiZenci
linii Start a WRG. Jednalo se o populaci dvaceti péti rostlin pochézejicich z VURV Praha
Ruzyng.

Pro hledani markeru rezistence k Phoma lingam byly pouzity dvé odrady
vyhodnocené v testech jako nachylné - Mohican a Orkan, dale pak dvé odridy vyhodnocené
jako odolné Capitol a Jesper. Osivo pochazelo z VURV Praha Ruzyné. Dal§im materidlem
byly F2 stépici (R1) populace kiizencii (100 jedinctl) vzdy jedné nachylné odridy s odolnou.
Tyto jedinci vznikly pylovou embryogenezi regeneraci z kultur mikrospor (100 %
homozygotnost - 50 % homozygoti dominantnich a 50 % recesivnich). Material pochézel z
VURYV Praha Ruzyné.

DNA byla izolovana podle potfeby analyzy - ze smésného vzorku rostlin sledované
odrtidy nebo z jednotlivych rostlin. K izolaci byly pouzity listy, a to v rizném vyvojovém

stadiu rostlin.

4.2. Semenny test

Pro srovnani molekuldrnich dat SLG genu s fenotypem byl pouzit tzv. semenny test.
Test probihal ve skleniku ZF JU. Rostliny se 2-3 listy byly po dobu 6 tydny podrobeny
jarovizaci v klimatizovanych boxech na VURV Praha Ruzyné. Po jarovizaci byly rostliny
pfesazeny do kvétind€l a umistény ve skleniku. Kvétenstvi byla zaizolovéna textilnimi
izolatory, aby nedoslo k nekontrolovanému spraseni (obr. 4.1.), resp. cizospraseni. Po odkvétu

a sklizni SeSuli se hodnotil pocet semen. K ziskani semen u rostlin, které pod izolatory
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nenasazovaly semena se pouzila (pro piekonani Al) metoda opylenim v poupéti (obr. 4.2). Po

opyleni v poupéti byla kvétenstvi thned znovu zaizolovéna.

Obr. 4.1.: Semenny test

‘
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4.3. Laboratorni test hodnoceni odolnosti

Pti hleddni markeru odolnosti k P. lingam byla pouzita data z laboratorniho testu
odolnosti (tzv. inokula¢ni test). Rostliny mikrosporovych regeneranti z F1 kiiZencii
donorovych rostlin byly inokulovany v rozdilnych vyvojovych fazich. Infekce byla
provedena, bylo-li to mozné, na nejvyssi palisty, pokud rostliny nemély vytvoreny stonek s
palisty, byly infikovany pravé listy. Na jednu rostlinu bylo provedeno Sest vpichii inokula,
kazdy vpich byl vyhodnocen separatné. Hodnoceni bylo provedeno 14 dni po inokulaci.

Tento test probihal na pracovisti VUOL Opava.

4.4. Extrakce DNA

Genomicka DNA byla izolovana pomoci kitu Invisorb, Spin Plant Mini Kit. K izolaci
bylo pouzito cca 100 mg rostlinného pletiva rozdrceného v tekutém dusiku. VétSinou byla
¢ast roztoku DNA zamraZena pfi cca - 70 °C a archivovana.

Izolace DNA fragmenti z gelu byla provadéna tak, Ze se pozadovany fragment
vytiznul z gelu skalpelem pod transiluminatorem a dale byl piecistén pomoci kitu Jet quick
Gel Extraction Spin Kit, Genomed.

Plazmidova DNA byla izolovéana kitem Invisorb, Plasmid Mini Kit

Izolace genomové DNA (Invisorb Spin Plant Mini Kit — Invitek)

1. 60 mg rostlinného materidlu homogenizovat v tekutém dusiku

2. pridat 400 pl lyzacniho pufru P a 20 pl proteindzy K, vortexovat a
30minut inkubovat pti 65°C

pievést lyzacni roztok na kolonku, centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm

k filtratu ptidat 200 pl vazaciho pufru a dikladné vortexovat

prenést suspenzi na kolonku a inkubovat 1 min. pti 12000 rpm, slit filtrat

A A

pridat 550 pl promyvaciho pufru I a centrifugovat 1 min. pfi 12000 rpm,
slit filtrat

7. pridat 550 pl promyvaciho pufru II a centrifugovat 1 min. pfi 12000 rpm,
slit filtrat, tento krok opakovat 2x a nakonec centrifugovat 2 min. pii

12000 rpm kviili odstranéni zbyvajiciho ethanolu
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8.

kolonky s navdzanou DNA dat do novych 1,5ml ependorfek, ptidat 100 ul
eluéniho pufru D, ktery je predehfaty na 65°C, 3 min. inkubovat,
centrifugovat 2 min.pii 12000 rpm

Eluce fragmentia DNA z agar6zového gelu (JETQUICK)

1.
2.

z agar6zového gelu vytiznout blocek s pozadovanym fragmentem DNA
na kazdych 100 mg gelu pfidat 300 pl roztoku L1, inkubovat pti 50° C 15
min.,kazdé 3 min. protfepavat

roztok prenést do kolonek, centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm, slit filtrat
pridat 500 pl roztoku L2, centrifugovat 1 min. pii 12000 rpm, slit filtrat
kolonky s navazanou DNA dét do novych 1,5 ml ependorfek, ptidat 50 pl

sterilni vody, centrifugovat 1 min. pti 12000 rpm

Izolace plazmidové DNA (Invisorb Spin Plastid Mini Kit — Invitek)

1.

2 ul plazmidové DNA centrifugovat 1 min. na maximalni rychlost,
odstranit diikladné supernatant

resuspendovat pelet ve 200 ul resuspenda¢niho roztoku

pridat 200 pl alkalického lyza¢niho roztoku, 5x pievratit ependorfku a
nechat lyzovat 5 min.

pfidat 200 pl neutralizacniho roztoku, 4-6krat pievratit ependorfku,

centrifugovat 5 min. na maximalni rychlost

. pfenést Ciry supernatant 200 ul na kolonku, ptidat 200 ul vazaciho

roztoku, jednou prevratit, centrifugovat 1 min. pfi 8000 rpm, slit filtrat
ptidat 750 pl promyvaciho pufru, centrifugovat 1 min. pfi 8000 rpm, slit
filtrat

centrifugovat 3 min. na plnou rychlost kvtili odstranéni ethanolu

kolonky s navdzanou DNA dat do novych 1,5 ml ependorfek, ptidat 50 pl

sterilni vody, inkubovat 1 min., centrifugovat 1 min. pii 8000 rpm
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4.5. DNA analyzy

PCR

PCR s néslednou separaci produkt na 1,5 % agarozovych gelech byla pouzita pro
analyzy SLG genu ttid I a II.

PCR reakce se skladala z:

1,5 pl roztoku genomické DNA (cca 75 ng)

0,25 pl kazdého z primeru (0,0125 nmol)

2,5 ul 10 x reakéniho pufru TaKaRa

2 ul dNTPs TaKaRa

0,2 ul (1 U) termostabilni Taq polymerazy TaKaRa

Reakce byla doplnéna 18,3 pl millipore H>O do findlniho objemu 25 pl. Pro PCR SLG
geny tfidy I byly pouzity primery (tabulka 4.1.) PS5 a PS15 (NISHIO ET. AL. 1996), pro SLG 11
primery (tabulka 4.1.)PS3 a PS21 (NISHIO ET AL. 1996).

PCR probihala v termocyklerech za podminek:
denaturace 93 °C 1 minuta

annealing 58°C 2 minuty

elongace 72°C 3 minuty,

35 cykla

Dale nasledoval krok s teplotou 4 °C, ktery trval do vyndani vzorki z cykleru. PCR
produkty byly rozdéleny na 1,5 % agar6zovém gelu (1,5 g agar6zy + 100 ml 1 x TBE pufru) a
vizualizovany ethidium bromidem (cca 2 pl roztoku ethidium bromidu o koncentraci
0,2 pg/ml na 100 ml gelu). Pro orientacni stanoveni velikosti PCR produkti byl pouzivan
100 bp A marker. Elektroforéza probihala pfi napéti 30 V po dobu 30 min a dale 80 V po
dobu 2,5 — 3 hodiny.

PCR z plazmidové DNA probihala za stejnych podminek jako PCR, kde byla
templatem rostlinna genomicka DNA.

Primery byly syntetizovany v Laboratotfi molekularni fyziologie rostlin MU, Brno.
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Tab. 4.1.: Primery pouzité pro PCR genti SLG (NISHIO ET. AL. 1996)

primery: sekvence (5> 3'):

PS5 (pro SLG tiidy I) ATG AAA GGC GTA AGA AAA ACCTA

PS 15 (pro SLG tridy I) CCG TGT TTT ATT TTA AGA GAA AGA GCT
PS3 (pro SLGtiidy II) JATG AAA GGG GTA CAG AAC AT

PS 21 (pro SLG tfidy II) CTC AAG TCC CAC TGC TGC GG

PCR-RFLP

PCR produkty byly podrobeny restrikénimu Stépeni. Pro Stépeni byly pouzity
endonukleazy Mbo 1, Eco RI, Msp 1 a Afa 1. Stépnéa reakce byla michana podle navodu
vyrobce enzymu.

Obecné se reakce skladala z:

PCR reakce (25ul)

enzymu (cca 20 U)

10 % pufru ptislusného k danému enzymu

ptipadné 10 % BSA (je-1i to nutné)

Koncentrace enzymu a DNA byla n&kdy mirné upravovana. Stépeni probihalo cca 4
hodiny pti 37 °C. Po $tépeni nasledovala separace fragmenti (obdobn¢ jako u PCR) na 2 %

agardzovém gelu, vizualizace ethidium bromidem a hodnoceni spekter.

RAPD

Jednd se o PCR s nespecifickymi primery, tzv. RAPD (WILLIAMS ET AL. 1990).
Pouzity byly primery z primerovych sad fady Operon.

PCR reakce probihala obdobné jako u specifick¢é PCR. Bylo pouZito cca 10 pM
primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA).

45 PCR cyklu probéhlo v thermocycleru za nasledujicich podminek:

1 min denaturace 92°C

2 min annealing 35°C (zasadni rozdil)

3 min elongace pii 72°C

Produkty byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu a detekovany ethidium
bromidem.

Vysledna spektra pruhil byla porovnana a pro dal$i praci vybrany pouze primery, které

odliSovaly skupiny rostlinného materidlu. U téchto vybranych primert bylo nutné reakce
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opakovat, a to minimaln¢ dvakrat, protoze pravé opakovatelnost nékdy byva u RAPD sporna

(PENNER ET AL. 1993).

Klonovani

Pozadované¢ produkty byly z gelu vyfiznuty skalpelem pod transiluminitorem

a precistény pomoci kitu Jet quick, Gel Extraction Spin Kit, Genomed. Vyizolovany pruh byl
zaklonovan do plazmidového vektoru pCR4-TOPO (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing) a

nasledn¢ byly vektorem transformovany bakterie E. coli (TOP 10). Po selekci transformanta

byly jednotlivé klony napéstovany a plazmid s inzertem vyizolovan kitem Invisorb, Plasmid

Mini Kit. Usp&nost klonovani byla prokazana vy§tépenim inzertu z vektoru restriktazou

EcoRI a naslednou elektroforézou.

Klonovani (Topo TA Cloning Kit for Sequencing — Invitrogen)

1.
l.
2.

den
2 ul PCR produktu (nesmi byt star$i nez jeden den) + 0,4 ul Salt solution.
zamichat, nechat stat 5 min. (vétsi PCR produkty 20 — 30 min.) pfi

pokojové teploté

3. pridat 17 pl kompetentnich bunék E. coli utiznutou Spickou, zamichat

30 min. nechat stat na ledu (je mozné i skladovani pies noc pii -20°C)

. tepelny Sok — 30 s ve vodni lazni pti 42° C bez michani a pak 2 min. na

ledu

ptidat 150 pl temperovaného SOC media, promichat, nenasavat

1 hod. tfepat pii 37° C v hnizd¢

mezitim rozetfit na misky s LB mediem 40 pl Xgal (sterilni hokejkou) a
dat na misky a temperovat na 37° C

vylit na misky buiiky a peclivé rozettit

. nechat kultivovat pti 37° C

den

vypichnout 2 bilé¢ kolonie (obsahuji plazmid s produktem) + 3 ml LB
media + 12 ul AMP

kultivovat 16 hod. pti 37° C pies noc
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3. den

1. odebrat 850 ul kultury + 150 pl glycerolu, zamrazit pii -80° C pro
dlouhodobé uchovéavani

2. izolace plazmidu kitem

3. vystépeni plazmidu z vektoru Eco RI, elektroforéza

Sekvenovani

Ptiprava pro sekvenovani probihala ve dvou PCR sekvenacnich reakci se znacenymi
nukleotidy za pouziti primerti forward (T7) a reverse (M13). Samotné sekvenovani bylo
provedeno v Laboratofi molekularni fyziologie rostlin PfF MU v Brné a genetickém
analyzatoru ABI PRISM 310, EntU AVCR Ceské Budg&jovice (forma sluzby).

Pro vyhodnocovéni, komletovani a porovnavani sekvenci byl pouzit program BioEdit.
Za pomoci tohoto programu byla zarovenl stanovena restrikéni mista pro jednotlivé

endonukleézy.

Sekvenaéni reakce (CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing with  Quick Start

Kit — Beckman Coulter)

dH,O (doplnit na objem 20 ul) 0-9,5 ul
325 ng plazmidové DNA (do 5 kbp) 0,5-10,0 pl
1,6 uM primer (M13 reverse, T7) 2,0 ul
DTCS Quick Start Master mix 8,0 ul

Denaturace plazmidu pied piidanim do reakce: 86° C 5 min., 20° C 1 min.
Cyklus: 96° C 20 s

50°C 20s

60° C 4 min.
Celkem se opakuje 30 cykla.

Precdisténi sekvenacéni reakce:

1. pripravit ¢erstvy roztok stop pufru pred kazdym piecisténim, sloZzeni na
jednu reakci: 2 ul 100 mM EDTA, 2 ul 3M octanu sodného (pH 5,2), 1 ul
glykogenu

2. pridat 60 pl chlazeného 96% ethanolu

3. centrifugovat 15 min. pti 14000 rpm a pii 4° C
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4. pipetou odsat supernatant a ptidat 200 pl chlazeného 70% ethanolu, 5 min.
pti 14000 rpm a pii 4° C

5. pipetou odsat supernatant a pelet nechat uschnout na vzduchu
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Analyza genu SLG a jejich vyuziti jako molekularnich markeru

SLG patii mezi tfi zndmé vysoce polymorfni geny S-lokusu. Spolu s SRK se exprimuje
v bliznach.

SLG geny tiidy I pochazeji z dominantnich haplotypti (OKAZAKI ET AL.1999), pro
jejich amplifikaci (PCR) se pouzivaji primery PS5 a PS15 (NISHIO ET AL. 1996). Oc¢ekavany
produkt by m¢l mit velikost cca 1 330 pb (SOBOTKA 2001).

SLG geny tiidy II pochazeji z recesivnich haplotypli (OKAZAKI ET AL.1999), pro jejich
amplifikaci (PCR) se pouzivaji primery PS3 a PS21 (NISHIO ET AL. 1996). Vysledkem
amplifikace by mél byt produkt dlouhy asi 1 100 pb (SOBOTKA 2001).

5.1.1. SLG 1 jako selekéni marker autoikompatibility

Analyzy byly provedeny u dihaploidnich linii vzniklych z F; kiizencti Al linii a

donora 00 kvality. Do pokusu bylo zatazeno 118 rostlin.

Dihaploidni rosliny pochézely z téchto kiizeni:
AIK-6 x OP-BN-03

AIK-6 x Lisek

AIK-3 x Rasmus

AIK-6, AIK-3 — Al linie odvozené z Tandemu
OP-BN-03, Lisek, Rasmus — donofi kvality

DNA byla izolovana individuadlné z déloznich listki kazdé rostliny. Déle nasledovala
PCR se specifickymi primery pro amplifikaci genu SLG 1. Predpokladem bylo, ze u AK
rostlin se amplifikuje gen SLG tfidy I a u Al rostlin ne.

U 57 rostlin byl pfitomen produkt amplifikace dlouhy cca 1 330 pb a u 61 rostlin
nikoli (obr 5.1.). Zaroven byl u vSech rostlin pfitomen produkt cca 1 000 bp dlouhy,
pravdépodobné se jedna o nespecificky fragment. Segregace molekuldrniho markeru byla
57 : 61 (AK : Al), coz odpovida o¢ekavanému $tépnému poméru 1:1 na hladin€é vyznamnosti
5 % (vypottena hodnota yN* je 0,1356; kriticka hodnota %> na 5 % hladin& vyznamnosti pro 1

stupeni volnosti je 3,84).
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Podle SLG 1 markeru byly vybrany potencidlni AI rostliny. Urovei Al reakce
zkoumaného materidlu byla ovéfovana fenotypovou analyzou tzv. semennym testem.
Semenny test by mél ukazat spolehlivost molekularni analyzy a uc¢inek modifika¢nich vliv,
které by bchem ontogeneze u rostlin mohly ovlivnit silu autoinkompatibility. U plné
autoinkompatibilnich rostlin se pohyboval pocet semen na SeSuli v praméru od 1 do 4,6.
Nékteré rostliny vSak nasazovaly semen o néco vice (v priméru od 5,1 do 6,8), jednalo se o
rostliny ¢aste¢n¢ autoinkompatibilni.

U AI rostlin bylo zéroven se semennym testem oveéfovano opyleni v poupéti pro
piekonani Al. Bylo potvrzeno, zZe opylenim v poupéti Ize obejit Al a ziskat semena pro dalsi
pokusy.

U 61 rostlin se neamplifikoval gen SLG I, ty byly oznafeny jako potencialné
autoinkompatibilni. Skutecn¢ autoinkompatibilnich (a ¢aste¢né¢ Al) bylo 56 rostlin.
Molekularni marker segregoval v poméru 57 : 61 (AK : Al). Fenotypovy $tépny pomér
AK : Al byl 62 : 56, coz by stale odpovidalo teoretickému Stépnému poméru 1:1 (na hladiné
vyznamnosti 5%; yN* je 0,3051). Semenné testy tedy ukézaly ve sledované populaci shodu
genetickych analyz se skute¢nym projevem Al 91,8 %, ovSem pouze za piedpokladu, pokud
do AI rostlin zahrneme i1 tak zvané c¢astecné autoinkompatibilni. Pomoci SLG nelze
stoprocentn¢ selektovat Al rostliny, ale 1ze vyznamné snizit procento AK rostlin v populaci.

Pokud zahrneme rostliny castecné Al do AK, odpovidd fenotyp spiSe St€pnému

poméru 1:3, coz by mohlo byt vysvétleno existenci tzv. R-lokusu (ZALUDOVA 2007).

Obr. 5.1.: Amplifikace genu SLG |

AR AK AK AI AK AT AI AT AT AT M

1517 bp
- L - — s— 1200 bp

AK - autokompatibilni fenotyp, Al — autoinkompatibilni fenotyp, M — 100 bp ladder
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Ackoliv gen SLG nehraje v Al reakci dualezitou roli, Ize ho s ispéchem vyuzit jako
selekéniho markeru autoinkompatibility (OKAZAKI ET AL. 1999, SUZUKI ET AL. 2000). Data
molekularnich analyz SLG genu byla porovnana s analyzami genu SCR (ZALUDOVA 2007),
ktery pravdépodobné kdduje samci determinant a hraje tak oproti SLG genu nezbytnou roli pii
rozpoznavani pylu na blizné (SCHOPFER ET AL. 1999, SUZUKI ET AL. 1999). Zaludové dospéla
k z&véru, Ze analyzy SLG a SCR se shoduji.

SLG gen vykazuje velkou sekvencéni homologii s tzv. S-locus related genes (SLR1 a
SLR?2), které nejsou ve vztahu s S-lokusem (WATANABE ET AL., 1992), proto lze usuzovat, ze
by nemusel byt tim nejlep§im markerem S-haplotypti. OvSem na analyzované populaci
dihaploidnich rostlin po kiizeni Al a AK rodict funguje selekce pomoci SLG 1 genu jako
markeru autoinkompatibility velice dobfe. Pro kiizeni pouzit¢é Al linie maji
autoinkompatibilitu recesivniho typu, SLG I dominantni se neamplifikuje. Druh4d komponenta
pro kiizeni byly rizné¢ AK odridy a donofi kvality, kde se SLG I amplifikuje, ovSem je
nefunk¢ni, proto jsou rostliny AK (tato problematika je jeSt¢ popsana nize). Po kiizeni
homozygotnich rodict s néslednou dihaploidizaci ziskdme potomstvo, kde polovina rostlin
mé dominantni SLG I gen, ty by mély byt AK bez ohledu na dalsi recesivni alely. U druhé
poloviny potomstva je absence dominantniho SLG I genu, mohou se projevit recesivni alely,
tudiz jsou rostliny Al.

Aby gen SLG I mohl byt pouzity jako selekéni marker, musi byt pro selektované
populace splnény tfi podminky:

1. Autoinkompatibilita u Al materidlu musi byt recesivniho typu.

2. VSechny dominantni alely musi byt nefunkc¢ni.

3. Pro kiiZzeni musi byt AK komponenta dominantni heterozygot a Al komponenta
recesivni homozygot. Pokud by byla AK komponenta dominantni homozygot (spise
teoretickd uvaha), bude vSechno potomstvo AK, ale stale zde funguje model selekce pomoci
SLG 1. Pokud by ale Al komponenta byla recesivni heterozygot s jednou alelou recesivni
aktivni a druhou recesivni neaktivni, dostaneme potomstvo po kiizeni s AK dominantnim
heterozygotem (s jednou alelou dominantni neaktivni a druhou alelou recesivni neaktivni) v
poméru fenotypové 1:3 a genotypové 1:1:1:1, pfi¢emz 25 % potomstva ziska od obou rodict
neaktivni recesivni alelu, fenotypové bude toto potomstvo AK, ackoliv se u né¢j nebude
amplifikovat SLG I dominantni alela.

Situace je do znacné miry komplikovana existenci jesté dalSich alel z druhého

genomu.
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Fenotypova analyza analyza odhalila tzv. ¢asteCnou autoinkompatibilitu u nékterych
rostlin. Tu lze vysvétlit existenci dalSiho lokusu tzv R-lokusu (repressor locus), ktery je bézné
ptitomen u AK odrtd fepky a neni pfitomen u Al linii, respektive u Al linii je pfitomna ne
supresorova alela (EKUERE ET AL. 2004). Oba lokusy (S i R) mohou ovliviiovat Al reakci. Lze
predpokladat, ze praveé u rostlin s ¢asteCnou autoinkompatibilitou jsou pfitomny oba lokusy (S
1 R) s funkénimi alelami, které spolu vzdjemné interaguji. Modifika¢ni geny zptsobuji pouhé
oslabeni Al reakce bez detekovatelnych zmén exprese gend na S-lokusu. O vyznamu gent,
které nelezi na S-lokusu, svéd¢i studie, podle niz vykazuje ucinnost Al reakce vyznamnou
variabilitu mezi riznymi Al liniemi se shodnym S-haplotypem (RUFFIO-CHABLE 1998).

Podle nekterych autorti je dilezité se zaméfit také na ostatni geny S-lokusu vyuzitelné
pro identifikaci S-haplotypti, a to PCR-CAPS SRK genu (PARK ET AL., 2002) a SCR genu

zejména pro sviij vice polymorfni charakter (ZALUDOVA 2007).

5.1.2. Analyza alel genu SLG 1

Sobotka (2001) prokazal u sledovaného AK materiadlu fepky (n€které odridy a donory
kvality) dominantni alelu 470 (délka 1336 pb) SLG genu tiidy I z genomu C (SOBOTKA
2001). Usuzoval tak podle velikosti restrikénich fragmenti po S§tépeni PCR produktu
restriktazou Mbo 1. Amplifikace 4 10 alely znamena AK fenotyp, protoze 4 10 alela je
dominantni (potlaci vSechny ostatni alely), ale nefunkéni, z divodu delece jedné baze v genu
SRK, ktera vede k pfedcasnému ukonceni translace a produkci zkraceného SRK proteinu
(GORING ET AL. 1993). To také vysvétluje, pro€ je vétSina souc¢asnych odrid fepky AK. Dale
Sobotka prokazal, ze u analyzovaného materialu se zadna jina SLG 1 alela neamplifikuje.

Otazkou bylo, zda je tomu tak skute¢né u Sir§iho spektra odrtd.

Bylo provedeno PCR-RFLP SLG I u Sirokého sortimentu odrad (24). Pro dikaz
pritomnosti alely A 10 bylo pouzito PCR-RFLP genu SLG 1. Alela A10 genu SLG I méa pro
enzym Mbo 1 Ctyti §t€pnd mista, Stépi se na fragmenty o velikosti 429, 330, 269, 242 a 66 pb
(SOBOTKA 2001).

Osivo pro analyzy pochazelo z genové banky. DNA byla izolovana z déloznich listki
vzdy nékolika rostlin jedné odridy. Ve vétSin€ piipadit (Rasmus, Zorro, Navajo, Lirajet,

Mohikan, Laser, Capitol, Pilot, Ramiro, Cando, Catonic, Orkan, Jesper, Regent, Ceres,
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Falcon, Sonata, Arabela, Slapské Stela, Solida a Westar) se spektra po stépeni shodovala se

spektrem zminované alely 470 (obr 5.2.).
Pouze odrudy Global, Topas a Odila vykazovaly po st€peni genu SLG I restriktdzou

Mbo 1 jiné spektrum pruhti. Jde tedy pravdépodobné o jinou alelu nez 410 .

Obr. 5.2.: PCR-RFLP genu SLG I (Mbo 1)

— — —
- —

- '-'-l'=
SETENL T

11 12 13 14

Vzorky: 11-Odila, 12-Rasmus, 13-Zorro, 14-Navajo

Velikost genu SLG 1 je pfiblizné¢ 1330 pb (410-1336 pb). Secteme-li velikosti
fragmentli u odrid s odlisnou alelou, dostaneme ¢islo minimalné dvakrat vétsi nez je 1 330.

Z toho lze usuzovat, ze v odriidach je piitomno vice alel (obr. 5.3.), respektive v odridach

jsou pfitomny rostliny s riznymi alelami.

Obr. 5.3.: PCR-RFLP genu SLG 1 (Mbo 1) u odrid, které vykazovaly jiné spektrum pruhd nez je
spektrum pro alelu 470 . + pfitazeno PCR-RFLP spektrum SLG I genu u odridy Westar, kde byla potvrzena

alela 470 (GORING ET AL. 1993)

— | —
pRdek,

400 ph  e—  —

300 pb !-.m

M 1. 2 s 4

M marker, 1 Odila, 2 Global, 3 Topas, 4 Westar 410 (foto z jiného gelu) - 429, 330, 269, 242, 66 pb
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Jednalo se o smésné vzorky, proto bylo dale pfistoupeno k analyzovani jednotlivych
rostlin. U vSech tiff analyzovanych odriid byla situace odli$na. Pouzito bylo vzdy 11 rostlin od
kazdé odridy. U odrudy Odila se nepodaftilo v Zadné rostliné prokézat jinou alelu nez je alela
A 10. U odrady Topas ukazovala spektra pruhti u vSech rostlin jinou alelu nez je alela 4 10 —

obr. 5.4.,ale u vSech vzorku stejnou ( podle Mbo I).

Obr. 5.4.: PCR-RFLP (Mbo I) genu SLG I u rostlin odridy Topas

— - — — — —

NS4

ruzna spektra PCR-RFLP genu SLG 1 po §tépeni Mbo I . Jedno spektrum pruhti odpovida alele
A10 (oznacené jako 1). Dalsim typem bylo stejné spektrum pruhii jako u odridy Topas
(oznacené jako 2). Tteti spektrum bylo odlisné (oznacené jako 3) od alely A/0 1 alely z

Topasu (obr.5.4.).

Obr. 5.4.: PCR-RFLP (Mbo 1) genu SLG I u rostlin odridy Global

—

-y — —

— F—
2

1 1 2 3 1 3 1 3

1- rostliny se spektrem pruhi odpovidajici alele 470
2- rostliny se spektrem pruht stejnym jako u odridy Topas
3- rostliny se spektrem pruhd odlisnym od 410 alely i alely s Topasu

Dale nasledovalo klonovani do vektoru. Pro klonovéani byly vybrany 2 rostliny

z odridy Global, kazda s jinou alelou (jedna z rostlin oznacenych na obr. 5.4. jako ,2% -
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rostliny se spektrem jako u odrtidy Topas a jedna rostlina z oznacenych jako ,,3- rostliny s
spektrem odliSnym od 4 10 i alely z Topasu).

Alela z odriidy Topas nebyla klonovéna, protoze se jedna pravdépodobné o stejnou
alelu jako u odridy Global (alela oznacena ,,2* v obr.5.4.). Zda se u Topasu skute¢né jedna o
stejnou alelu jako u Globalu muselo byt jesté prokdzano Stépenim dalSimi enzymy (Afa 1 a

Msp 1). Jak ukazuji spektra pruhil po $t€peni dal§imi enzymy na obr. 5.5., byla tato hypotéza

potvrzena.

Obr. 5.5: Srovnani PCR-RFLP spekter genu SLG 1 rostlin odriid Topas a Global (alela ,,2), u kterych
se predpoklada shodna alela, vlevo - Msp 1, vpravo - Afa 1

e —

—_— 1 2 3 £ SR 1 2 3 4

— -

T N — — — e

— __-__-

— __-.—
— o — — — e — —

= M——— — a— — —

1 a2 Topas

3 a 4 Global (rostliny z obr. 5.4. oznacené jako ,,2)

Pro sekvenovani byly vybrany 4 klony od kazdé rostliny. Uspé&snost klonovani byla
stanovena na zaklad¢ reamplifikace SLG 1 genu zvektoru. Zaroven byly produkty
reamplifikace podrobeny Stépeni restriktdzou Mbo 1 pro dikaz, Ze se podafilo zaklonovat

patficné alely (obr.5.6. ). Kromé vzorku 2B byla ve vSech ostatnich ptipadech zaklonovana

prislusna alela.

Obr.5.6.: Kontrola uspésnosti klonovani reamplifikaci z vektoru a naslednym §tépenim Mbo |

"

2A-2D klony s SLG z rostliny oznacené jako ,,2* na obr.13
3A-3D klony s SLG z rostliny oznacené jako ,,3° na obr.13
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Vsechny klony byly sekvenovany. Z kazdé strany produktu bylo pfecteno cca 500-600
bazi, coz ovSem nestaci k iplnému zkompletovani celé sekvence, jelikoz se jedna o tseky
dlouhé cca 1300 pb. Z demonstrace jedné sekvence (obr.5.7.) je patrné, ze na piekryvajicich
se koncich je velké mnozstvi nepfeétenych bazi. Resenim by bylo podle ziskanych sekvenci
navrhnout vnitini primery, za jejichz pomoci bude amplifikovan zkraceny usek SLG genu,

ktery bude dale sekvenovan.

Obr. 5.7.: Sekvenovani SLG genu ttidy I z odridy Global
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Protoze se nepodafilo osekvenovat alely, byla provedena PCR-RFLP analyza
ziskanych klont. Vysledek je velmi prekvapujici a zda se, ze situace ohledné alel genu SLG 1
v jedné rostlin€ je dokonce vice typi alel. Teoreticky je to mozné, protoze fepka je
alotetraploid. Mlize mit tedy v genomu az Ctyii rizné alely jednoho genu. Podrobné vysledky
vSak ukaze az sekvenovani. Rozhodné by bylo zajimavé zjistit detaily o téchto alelach, napf.
funkénost, vztah mezi nimi, pfipadné mutace. Déle by bylo vhodné zjistit fenotyp rostlin,
zejména zda jsou vSechny rostliny AK.

PCR-RFLP EcoRI rozlisuje pouze dva typy ziskanych kloni (resp. dva typy alel), tak
jako Mbol-v kazd¢ rostlin€ 1 alela (obr. 5.8.)

Obr. 5.8.: PCR-RFLP z vektoru (Eco RI)

24 2C 2D 3A: 3B 4C D

2A-2D klony s SLG z rostliny oznacené jako ,,2* na obr.5.4.
3A-3D klony s SLG z rostliny oznacené jako ,,3* na obr.5.4.

PCR-RFLP pomoci enzymu Afa 1 (obr. 5.9.) ovSem odhaluje to, Ze z rostliny 2 se
podatilo zaklonovat 2 alely. Klon 2C m4 jiné spektrum pruhi nez klony 2A a 2D.

Obr.5.9.: PCR-RFLP z vektoru (4fa 1)

24 2C 2D 34 iB iC 3D
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PCR-RFLP spektra po Stépeni Msp 1 (5.10.) znaci, ze vSechny tii zaklonované alely
z rostliny 2 jsou navzajem odlisné. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o tii razné alely z

jedné rostliny.

Obr.5.10.: PCR-RFLP z vektoru (Msp I)

24 2c 20 3A 3B 3C I

To, Ze se u odridy Odila pfi analyze jednotlivych rostlin nebyla jiz nalezena jina alela
nez A 10 lze vysvétlit nékolika zplisoby. Je mozné, ze rostliny s jinou alelou se vyskytuji
v odradé jen ve velmi malém procentu, mezi jedenacti rostlinami nebyla zrovna pfitomna
74dna s jinou alelou. Také nelze vyloucit kontaminaci osiva, zdménu pii seti nebo odebirani
vzorkll (nemélo by se stat). Mohlo také dojit ke kontaminaci DNA pfi izolaci. Druhd varianta
se zdat byt pravdépodobnéjsi také proto, ze odrida Odila ma podobny pivod jako ostatni
odridy, u kterych byla prokézéana pouze alela 410.

U odridy Topas byla u vSech analyzovanych rostlin PCR-RFLP spektra po $tépeni
Mbo 1 sice jind nez alela 4 10, ale u vsech rostlin stejné spektrum. Toto spektrum se
shodovalo s jednim ze spekter u odridy Global. Potvrdilo se, Ze se jedna o alelu shodnou s
alelou z Globalu, proto byla déale analyzovana pouze alela z Globalu, z Topasu jiz ne. Jak
nasledné ukazaly analyzy rostlin odridy Global, jeden enzym rozhodné nestaci pro dikaz o
shodnosti alel. Stépeni pomoci Eco RI ukazovalo na dvé alely, ale dalii enzymy ukazaly alely
¢tyfi. K odliseni nezndmych alel pomoci PCR-RFLP je zapotifebi minimaln¢ ti restrikénich
endonukledz. Daleko piesnéjsi informace by se ziskaly pomoci kompletniho sekvenovani.

VétSina AK odrid fepky obsahuje ve svém genomu alelu 470, ale u B. oleracea a
B. rapa bylo identifikovano velké mnozstvi alel SLG I genu (NOU ET AL. 1993), proto se dalo
predpokladat, ze u starSich odrtid, kde material neni pln€¢ homozygotni, se vyskytuji alely jiné

nez A10.
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Jiné alely nez je alela 410 byly také nalezeny kromé odrd Topas a Global v odridach
Zephyr a Bronowsky (DK 2051). Siroka $kala dominantnich alel byla také potvrzena u
riznych druhii rodu Brassica pomoci PCR-RFLP a RFLP se sondou 470 (SOBOTKA 2001,
ROBERT ET AL. 1994).

Primery pro amplifikaci SLG geni tfidy I jsou vysoce specifické a davaji amplifikacni
produkt pouze SLG I (Nishio et al. 1996). Sekvence primeru se nevyskytuji ani v S-domén¢
SRK ani v ostatnich genech pfibuznych k SLG, proto se predpoklada, Ze nebyl amplifikovan
jiny tsek S-lokusu, ktery by faleSn¢ mohl ukazovat na pfitomnost dalsi alely.

Existence riznych alel v odriidach by mohla byt vyuzitelnd naptiklad pro kontrolu
samospraseni a urceni poméru hybridniho osiva po kiizeni. Krom¢ toho by tyto poznatky
mohly slouZit k rozliSeni odrid, ovéteni Cistoty odridy a také by mohly pfiblizit vyvoj
odriidové skladby fepky. Rozdily v jednotlivych alelach jsou snadno detekovatelné pomoci
PCR-RFLP.

V neposledni fad¢ by také mohlo byt zajimavé zaméfit se na fenotyp rostlin s jinou
alelou. Teoreticky je mozné, Ze by nékterd z dominantnich alel byla funk¢ni, to by mohlo

piinést prospéch pii dal§im hybridnim Slechténi fepky na bazi autoinkompatibility.

5.1.3. Analyza alel genu SLG 11

Situace je do znacné miry komplikovana faktem, ze fepka (Brassica napus) je
alotetraploid vznikly z druhli B. oleracea (genom C) a B. rapa (genom A). Jsou zde tedy dva

genomy, z nichz kazdy pfinesl své geny pro Al

Problematika alely S15

V fepce je bézné rozsifeny recesivni S-lokus S15 z Brassica oleracea (SOBOTKA
2001). V ptipadé lokusu S/5 byla zjisténa silnd tendence ke spontannimu vyskytu AK
fenotypu (THOMPSON A TAYLOR 1971, GAUEDE ET AL. 1995). Je znama mutace, kterd ma za
nasledek nefunkéni Al reakci na strané pylu (PASTUGLIA ET AL. 1997b). Pravdépodobné jiz od
pocatku vzniku fepky je tento S-lokus nefunkcéni. Mutace v lokusu S75 mohla usnadnit vznik
fepky jako druhu, protoze u celedi Brassicaceae se Al reakce uplatiuje také pti blokovani
mezidruhového opyleni (HISCOCK A DICKINSON 1993). Ackoliv S75 ma prokazatelné piivod v

B. oleracea (genomu C), je u fepky na genomu A (B. rapa) (GORING ET AL. 1993). Jak se
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tento tsek dostal z jednoho genomu do druhého neni zcela jasné, protoze genomy spolu

navzajem nerekombinuji (BOHUON ET AL. 1996, PARKIN A LYDIATE 1997).

Sekvence alely S75 SLG II genu jsou znamé a pro restriktazu Eco RI ma jedno Stépné
misto. Stépi se na dva fragmenty o velikosti necelych 500 a necelych 600 pb. Podle PCR-
RFLP spekter po Stépeni enzymem Eco Rl se S15 vyskytuje u vSech nami analyzovanych
odrtd (Odila, Rasmus, Zorro, Navajo, Lirajet, Mohikan, Laser, Capitol, Pilot, Ramiro, Cando,
Catonic, Orkan, Jesper, Global, Topas, Regent, Ceres, Falcon, Sonata, Arabela, Slapska Stela,
Solida a Westar) (obr. 5.11.). SOBOTKA (2001) sekvenacné potvrdil S75 alelu u Al linie
WRG. PCR-RFLP (EcoRI) spektra odhaluji §75 alelu také u Al linii Start (obr. 5.12.) a
Tandem . Na gelu jsou patrné dva fragmenty o velikosti necelych 500 a necelych 600 pb, coz
je rozSté€pena alela S75. Déle zlstava ¢ast produktu nerozstépena, kde je pravdépodobné druha

recesivni alela.

Obr. 5.11.: PCR-RFLP (Eco RI) - ptitomnost alely S/5 SLG ttidy II u odrad
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Vzorky: 1-Odila, 2-Rasmus, 3-Zorro, 4-Navajo, 5-Lirajet, 6-Mohikan, 7-Laser, 8-Capitol, 9-Pilot, 10-
Ramiro, 11-Cando, 12-Catonic, M-100 bp ladder, 13-Orkan, 14-Jesper, 15-Global, 16-Topas, 17-Regent
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Obr. 5.12.: Ukazka rozliSeni produktt amplifikace SLG tiidy II pomoci PCR-RFLP (Eco RI) u Al linie Start
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1 a2 - vzorky po Stépeni, 3- nestépeny vzorek, M-100 bp ladder

Pozornost alele S175 jiz dale vénovana nebyla, protoze se jedna o znadmou a nefunkcéni
alelu. S75-lokus je jednim z mala velmi dobie zmapovanych S-lokusti (CABRILLAC ET AL.
1999). Podle naSich vysledkli se vyskytuje u naprosto vSech ndmi analyzovanych odrid a
linii, coz souhlasi s tvrzenim jinych autord, ze S/5 je pfitomna u fady komer¢nich odrad
(PASTUGLIA ET AL. 1997b). S15 lokus byl také nalezen u odrid Zephyr a Bronowski (ROBERT
ET AL. 1994). Prokédzan byl i u jinych druh@ Brassicaceae - B. oleracea, B. oleracea
alboglabra, B. campestris Candle (ROBERT ET AL. 1994).

U nékterych odrid (Westar) jsou v SLG genu SI5 lokusu popsany jednobodové
mutace vzhledem k ptivodni sekvenci z B. oleracea (PASTUGLIA ET AL. 1997b). Odlisnosti v
jedné bazi by se velice jednoduse dalo vyuzit naptiklad pfi sledovani segregace lokusu S75. Je

dosti pravdépodobné, Ze podobné mutace se vyskytuji i u jinych odrud.

Srovnani funk¢ni alely SLG genu tridy I1 z genomu B. oleracea u Al linii

Materidlem byly autoinkompatibilni (AI) dihaploidni (100 % homozygotnost) linie
Start a Tandem a WRG. Tyto linie jsou vysledkem dlouhodobého vyhledavani Al rostlin na
pracoviiti VURV Ruzyné.

Obecné lze fici, ze u AK materialu je v genomu C pfitomna nefunk¢éni dominantni
alela (vétSinou 470), v genomu A nefunk¢ni recesivni alela S75. U Al linii je pravdépodobné
v genomu A nefunkéni S75. Dominantni alela u tohoto materialu pfitomna neni. V genomu C

se predpoklada funk¢ni recesivni alela.
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Bylo prokazano, ze u vsech tfi zminovanych linii se amplifikuje pouze SLG gen ttidy
I1, jde tedy o recesivni typ Al. U Al linii nebyl detekovan dominantni S-lokus, SLG I se
neamplifikuje ani pfi nizkych teplotach annealingu (SOBOTKA 2001). S15 byl zjistén ve vSech
pripadech. Neni vyloucené, ze u této skupiny fepek, je S15 lokus stale v genomu B. oleracea.
V druhém genomu by ale zcela jisté mél byt recesivni (funkéni) S-lokus (SOBOTKA 2001),
ktery se zasadn¢ se podili na autoinkompatibilnim charakteru.

U linie WRG se podafilo zaklonovat sekvenci unikatni pro tuto linii. Sekvenéné byl
tento klon ptes 90 % bazi shodny s fadou recesivnich SLG genti, mimo to v R1 generaci byl
detekovan pouze u Al jedinct. Pravdépodobné se podaftilo zaklonovat aktivni gen (SOBOTKA
2001).

Sledované tfi linie jsou navzijem kompatibilni, jedna se prokazatelné o rtzné S-
haplotypy (SOBOTKA 2001). Pfedpoklada se tedy, Zze by mély mit rozdilné funkéni S-alely.
Cilem bylo osekvenovat funkéni SLG tfidy II také z odrid Start a Tandem a potvrdit

vzajemnou inkompatibilitu vSech tf linii na molekularni Grovni.

DNA byla izolovana kitem Invisorb, Spin Plant Mini Kit. PCR amplifikace genu SLG
II byla provedena pomoci dvojice specifickych primerti PS3 a PS21 (NISHIO ET AL. 1996).

Soucasn¢ s hledanou funkcni alelou se amplifikuje alela S75, proto byla pted
klonovanim PCR reakce Stépena Eco RI, separaci na gelu oddélena rozstépena S/5 od
ostatnich produkti. Nerozstépené produkty (band cca 1 100 pb) byly z gelu vyfiznuty a
precistény pomoci kitu Jet quick, Gel Extraction Spin Kit, Genomed. Vyizolovany band byl
zaklonovan do plazmidového vektoru pCR4-TOPO (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing) a
nasledn¢ byly vektorem transformovany bakterie E. coli (TOP 10). Po selekci transformanta
byly jednotlivé klony napéstovany a plazmid s inzertem vyizolovan kitem Invisorb, Plasmid
Mini Kit. Uspé&snost klonovani byla prokazana vystépenim inzertu z vektoru restriktazou Eco
RI a naslednou elektroforézou. Plazmid ma na obou stranach klonovaciho mista §t€pna mista
pro Eco RI). Jak je patrné z obrazku 5.13. A, u linie Start byly uspésné zaklonovany vzorky 1
a 2 (horni ,,dvojpruh® o velikosti 3,9 kb = plazmid, pruh o velikosti néco cca 1100 pb = gen
SLG ). Vzorky 1 a 2 byly osekvenovany. U vzorkt 3 a 4 nebylo klonovani Gispé$né - na gelu
je patrny pouze plazmid. U linie Tandem se podatilo ziskat pouze dvé kolonie vektorem
(plazmidem) transformovanych bakterii. V kolonii 2 byl obsazen PCR produkt (5.13 B).

Vzorek 2 byl sekvenovan.
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Obr. 5.13.: Kontrola Gspésnosti klonovani PCR produkti u linii
A) Start B) Tandem

L
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Ptiprava pro sekvenovani probihala ve dvou PCR sekvenacnich reakci se znaCenymi
nukleotidy za pouziti primerit forward (T7) a reverse (M13). Samotné sekvenovani bylo
provedeno v Laboratofi molekularni fyziologie rostlin PtfF MU v Brné

Pro vyhodnocovani, komletovani a porovnavani sekvenci byl pouzit program BioEdit.
Podaftilo se osekvenovat funkéni alelu SLG genu tiidy Il z genomu Brassica oleracea u Al
linii Tandem a Start. Celkem byly ziskany tfi sekvence (obr. 5.14.). Jedna kompletni ze Startu
a jedna kompletni z Tandemu. Obé& tyto sekvence jsou vSak shodné, rostliny vykazuji podle
sekvenci stejnou alelu. Byla ziskana jesté jedna nekompletni sekvence (polovina sekvence) ze
Startu, ktera se ndpadné odliSuje od ostatnich. Linie WRG, kde byl SLG II gen osekvenovan

jiz diive (SOBOTKA 2001), vykazuje odlisnou alelu.
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Obr. 5.14.: Ukazka sekvenci
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Cerné ramecky oznacuje mista, kde se sekvence shoduji u vSech tii vzork.
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U kompletn¢ osekvenovanych klonti byla pomoci programu BioEdit stanovena
restrik¢ni mista pro restriktazy Mbo 1, Afa 1, Msp 1, Eco RI a velikosti restrik¢nich fragmenta
(obr. 5.15). Dvé kompletné ziskané sekvence byly stejné, proto i $t€pnd mista pro enzymy se

shoduji. Ziskana data byla vyuzita pii PCR-RFLP (nésledujici kapitola).

Obr. 5.15.: Stanoveni restrikénich mist a velikosti restrikénich fragmenti

Enzym Rozpoznavaci  Frekvence Pozice Pocet Délka fragmentt (pb)
mista fragmentd  (celkova délka 1025 pb)
Mbol 'GATC 7 88, 162,246, 443, 454, 634,930 8 11,74, 84, 88, 95, 180, 197, 296
Afa 1 GT'AC 1 1015 2 10, 1015
Mspl CCG G 2 303, 516 3 213, 303, 509

EcoRl G'AATT C nestépi -

Vsechny tfi plazmidy s Gspé$né¢ zaklonovanymi alelami byly pouzity jako templat
PCR-RFLP s enzymy Mbo 1, Afa 1, Msp 1, Eco RI. Dale byly pro analyzu pouzity plazmidy se
zaklonovanymi PCR produkty pochézejicimi z linie WRG (z piedchoziho vyzkumu ing.
Sobotky). Na obrazku 5.16. je vysledek po Stépeni enzymem Eco RI. Vzorky 1-5 jsou
pivodem z WRG, pted klonovanim zde nebyla odstranéna alela S75, kterd ma jedno $tépné
misto pro Eco RI. Jak je patrné z gelu, u vzorkt 1 a 3 se pravdépodobné podatilo zaklonovat
pravé alelu S15. Vzorky 6 (Start 1 kompletné¢ osekvenovany) a 8 Tandem (kompletné
osekvenovany) nemaji podle sekvenci S§tépnd mista pro Eco RI, coz PCR-RFLP potvrzuje.
Dalo se to o¢ekavat, protoze pied klonovanim bylo PCR podrobeno $tépeni Eco RI. Vzorek 7

(nekompletné osekvenovany z odridy Start) se také nestépil.

Obr. 5.16.: PCR-RFLP (templatem plazmid s inzertem) za pouziti restriktazy Eco RI

1 2 & 4. M 5 B 7 g

- e — e w v

Vzorky laz 5 - WRG, vzorek 6 - Start 1 (osekvenovany), vzorek 7 - Start 2, vzorek 8 - Tandem
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Spektra PCR-RFLP s pouzitim restriktazy Afa I také povrdila spravnost sekvenac¢nich
dat (obr. 5.17.). Vzorek 1 je kompletn¢ osekvenovany klon z odridy Start a vzorek 2 klon
z odridy Tandem. Podle sekvenci by mé¢la mit alela dvé $tépnéd mista, jeden dlouhy fragment
1015 pb a jeden velmi maly 10 pb, coz odpovida spektriim pruhti (velmi maly fragment 10 pb
neni viditelny na gelu). Vzorek 3 je klon z WRG, ktery byl jiz sekvenovan (SOBOTKA 2001),
dle sekvencnich dat se opé€t shoduji velikosti fragmentii. Vzorek 4 je alela S75 z linie WRG,
kde se opét shoduji sekvenéni data s PCR-RFLP. Podobné vysledky ukazala 1 spektra PCR-
RFLP pro enzymy Mbo I a Msp 1, zde vSak bylo vétsi mnozstvi fragmentt, proto byla spektra

mén¢ prehlednd. Velikosti fragmentt se také shodovaly s velikostmi odvozenymi ze sekvenci.

Obr. 5.17.: PCR-RFLP za pouziti restriktazy Afa I
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|
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M 1 2 3 4

Vzorek 1- Start 1 (osekvenovany), vzorek 2 - Tandem (osekvenovany), vzorek 3 - WRG (osekvenovana
Sobotkou), vzorek 4 - WRG S15 alela

PCR-RFLP, kde templatem byl plazmid se zaklonovanym SLG II genem, ukazalo
velmi nazorné rozdily/shody mezi alelami genu SLG tfidy II u linii WRG, Start a Tandem.
Zaroven tak byla potvrzena sekvenacni data.

Tti pouzité linie Start, WRG a Tandem jsou autoinkompatibilni, ale navzijem
kompatibilni (SOBOTKA 2001), coz znamena, ze mezi jedinci jedné linie nedochazi k opyleni,
ale pyl z jedné linie oplyli rostliny linii ostatnich. Z toho vyplyva, Ze tyto tfi linie by mély byt
odliSnych S-haplotypti. Pfedpokladalo se, Ze by méli mit odlisné alely SLG II genu. Toto je
potvrzeno u linie WRG, ktera ma alelu SLG II genu odlisnou od Startu a Tandemu. U linii
Start a Tandem je vsak situace nejasna. Kompletné osekvenovana alela ze Startu je shodna s

alelou z Tandemu.
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Nabizi se rizna vysvétleni, pro¢ zaklonované alely SLG II u linii Start a Tandem jsou
totozné. Prvnim vysvétlenim by bylo to, ze Start a Tandem maji stejné haplotypy. To je vSak
malo pravdépodobné, protoze tyto dv€ linie jsou navzajem fenotypové kompatibilni
(SoBOTKA 2001). Nebylo jiz mozné dale zjistit, zda dveé konkrétni rostliny, jejichz DNA byla
pouzita k sekvenovani, jsou navzdjem kompatibilni.

Druhé vysvétleni vyplyva z fakt, Zze SLG neni pro Al reakci kliCovym genem, ma
pomocnou Ulohu pfi pribéhu AI reakce (TAKASAKI ET AL. 2000) a neni pro Al reakci
bezpodminec¢né nutny. Ackoliv je obecné SLG gen vysoce polymorfni, logicky neni diivod,
pro¢ by tento gen musel byt odlisny u vzajemné¢ kompatibilnich linii, kdyz se na samotné Al
reakci zasadné nepodili. Je tedy mozné, ze v ptipad¢ Startu a Tandemu se skute¢né jedna o
dva rtizné haplotypy, ale alely SLG II genu jsou opravdu shodné.

Ke stejnému zévéru o shodnosti alel SLG II u Startu a Tandemu dospél 1 Sobotka
(2001), ovsem pouze moci PCR-RFLP, proto bylo potieba geny kompletné osekvenovat.
Domnival se vsak, ze shody jsou jen zdanlivé z toho diivodu, Ze pro pouzité endonukleazy
maji dvé rtuzné alely stejné Stépné misto, nebo ze by polymorfismus PCR-RFLP mohli
maskovat alely z lokusu S735, které by se mohly amplifikovat ve vét§i mife nez funkéni alely.
Ze se pomoci PCR amplifikuji i jiné geny z S-lokusu, které maskuji PCR-RFLP
polymorfismus, je sice take pravda (SOBOTKA 2001), ale zdd se vSak byt velmi
pravdépodobné, ze v ptipadé SLG II genu u linii Start a Tandem polymorfismus neni jen
maskovan jinymi produkty amplifikace, ale jedna se skutecné o dvé stejné alely.

Z vysledkl 1ze usuzovat, ze SLG II gen asi nebude uplné nejlep§im markerem pro
odliseni S-haplotypt. Tedy alespon v ptipad¢ linii Start a Tandem, kde se podle fenotypu
jedna o dva rtizné haplotypy, SLG II gen tyto haplotypy nerozliSuje, proto se nedd v tomto
ptipad¢ pouzit.

Rozhodné byly nalezeny odlisnosti v SLG II mezi WRG a Startem s Tandemem. Zde
by se dalo polymorfismu SLG II gena (na priklad pomoci PCR-RFLP) vyuzit pro odliseni
téchto dvou haplotypt a pro ovéieni hybridnosti po vzidjemném kiizeni. Pravé vyuzitelnost
PCR-RFLP genu SLG II pro ovéfeni hybridnosti byla déle testovana (nasledujici kapitola).

Co se skryvalo pod netplné osekvenovanym produktem ze Startu se nepodafilo zjistit.
Nemélo by se jednat o jinou SLG II alelu, protoze materidl byl homozygotni a DNA
pochazela z jedné rostliny. Lze vyloucit, ze by se jednalo o alelu S/5 z druhého genomu,
protoZe ta byla pfed klonovanim odstranéna. Pravdépodobné se jednalo o jiny gen z S-lokusu

(moznd S-doména SRK), které se v mensi mife také amplifikuji pomoci danych primerii
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(Sobotka 2001). Amplifikovat se také mohou tzv. S-locus related genes (SLR1 a SLR2)
(WATANABE ET AL. 1992).

Navrhnout primery pro specifickou amplifikaci SLG 1I je velmi sloZité (na rozdil od
SLG 1). Konzervativni tseky recesivnich SLG genl jsou také v mnoha dalSich genech
(TANTIKANJANA ET AL. 1996). U fepky, na rozdil od diploidnich druhd, je situace
komplikovéna tim, Ze se mohou amplifikovat nekteré useky S-lokusu z druhého genomu. SLG
S15 alela sice byla pied klonovanim odstranéna, ale mohly se amplifikovat 1 jiné Useky S75

lokusu, které se mohlo podafit zaklonovat.

PCR-RFLP genu SLG tridy II u linii Start a WRG

- stanoveni vyuZitelnosti této metody pro rutinni testovani odliSnosti S-haplotypt

Byly nalezeny rozdily v sekvencich SLG geni tfidy II u liniit WRG a Start (Tandem),
rozdily byly potvrzeny pomoci restrikéniho Stépeni. Bylo testovano, zda by PCR-RFLP SLG
genu tfidy II mohla byt rychla metoda pro odliSeni jednotlivych haplotypii a zdroveit metoda
pro stanoveni hybridnosti po kfiZzeni linii Start a WRG. Znalost sekvenci genu SLG I,
umoznily kontrolu spravnosti PCR-RFLP (odvozeni délky fragmenti). Ackoliv sekvence
genu SLG 1II u linii Start a WRG jsou prokazatelné odlisné, PCR-RFLP spektra genu SLG 11
byla podle SOBOTKY (2001) shodnd, coz vysvétluje pravé nespecifickou amplifikaci pomoci
pouzitych primert. Cilem bylo, zda PCR-RFLP genu SLG tfidy II odlisuje linie Start a WRG
a zda je mozno tento polymorfismus vyuzit pro stanoveni hybridnosti potomstva po kiizeni
téchto dvou linii.

Materidlem byly autoinkompatibilni (AI) dihaploidni linie Start a WRG a populace
rostlin kfizenct téchto dvou linii. Templatem pro PCR byly genomova kitem vyizolovana
DNA rodicovskych a F; populaci (i reciprocné). Po PCR amplifikaci genu SLG 11 nasledovalo
Stépeni restriktdzou Afa 1, dale pak separace fragmentli na agar6zovém gelu a hodnoceni
vyslednych spekter pruht.

PCR-RFLP, kde templatem byla genomicka DNA, ukazalo velmi nazorné rozdily
mezi jednotlivym materidlem. Situace je komplikovanéjsi oproti PCR-RFLP, kde byl
templatem plazmid s jednim PCR produktem, protoZe z genomické DNA se amplifikuji alely
z obou genomil - z B. rapa alela S15 a druha alela z B. oleracea, ktera je funk¢ni alelou a
m¢éla by byt odlisna u danych linii.

Na obrazku 5.18. je vzorek 1 amplifika¢ni produkt geni SLG tiidy II po Stépeni
restriktdzou Afa I z linie WRG. WRG ma ve svém genomu alelu S15 z B. rapa, ktera se $té€pi
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restriktazou Afa I na dva fragmenty, to jsou prvni dva pruhy odshora o velikosti ptiblizn¢ 600
a 400 pb. Druha alela (aktivni) se $tépi na tii fragmenty o velikosti 420, 370 and 230 bp, to
jsou tii pruhy odspoda. Na gelu vidime pouze 4 pruhy, protoZe krat$i fragment z S/5 a
nejdel$i fragment z aktivni alely jsou pfiblizné stejné dlouhé, na gelu tvoii spole¢ny pruh
(tfeti odspoda).

Vzorek 2 a 3 na obrazku 5.18. jsou amplifika¢ni produkty gent SLG tiidy II po
Sté€peni restriktazou Afa I z linie Start. Start ma ve svém genomu opét alelu S75-fragmenty
stejné velikosti jako u WRG S75. Druha alela (funkéni) se $tépi na jeden velky fragment o
velikosti 1015 bp -nahote a druhy velmi maly (10pb), ktery neni na gelu viditelny.

Obr. 5.18.: PCR-RFLP za pouziti restriktazy Afa 1

Py Py
[ e —
1 2 3 M

Vzorek 1 — WRG, vzorky 2 a 3 — Start

Dale byla testovana vhodnost metody PCR-RFLP pro praktické ucely, a to pro potieby
stanoveni hybridnosti potomstva po kiizeni dvou autoinkompatibilnich, avSak vzajemné
kompatibilnich, linii Start a WRG. Hybridni jedinci musi mit ve svém genomu alely od obou
rodict.

Na obrazku 5.19. je zachycena ¢ast gelu s produkty PCR-RFLP po $tépeni restriktazou
Afa I, kde templatem byla genomickda DNA kiizenci linie Star a WRG. Z obrazku je patrné,
ze je zde ptitomno 5 pruht (respektive 6), které odpovidaji alele S 75 (je u obou rodi¢ovskych
linii) - druhy a tieti pruh odshora, alele z WRG - tfeti (shodny s pruhem z S75) ctvrty, paty
pruh a alele ze Startu - prvni pruh a Sesty (kratky, na gelu neviditelny) . Spektrum je souctem
spekter WRG a Startu z obrazku 5.17. VSechny analyzované rostliny byly podle spekter pruhi
PCR-RFLP hybridni.
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Obr. 5.19.: PCR-RFLP u kiizenct Start a WRG za pouziti restriktazy Afa |

—  C— S— W——

Stanoveni hybridnosti potomstva po kfiZeni Al linii Start a WRG pomoci RAPD

Pro ucely stanoveni hybridnosti byly také testovany RAPD primery. Bylo testovano 15
nahodn¢ vybranych primerd z primerovych sad Operon (A4, A6, A10, Al5, Al6, B1, B2,
B4, B12, B18, F4, F17, K4, K2, K17). Zadny z téchto primert v§ak neodlisil ani rodi¢ovské
komponenty (obr. 5.20.).

Obr. 5.20.: RAPD spektra linii Start a WRG, vlevo primer A15, vpravo primer K12

T

o v e
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Vzorky 1 a2 — WRG, vzorky 3 a 4 — Start
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K detekci polymorfismu jsou vyuzivany PCR produkty z genomické DNA s pouzitim
S-lokus sekvencné specifickych primerti po Stépeni riznymi restrikénimi enzymy a gelové
elektroforéze (BRACE ET AL., 1993; BRACE ET AL., 1994; NISHIO ET AL., 1996; NISHIO ET AL.,
1997; PARK ET AL., 2001; PARK ET AL., 2002). Tento typ markeru byl popsan jako "cleaved
amplified polymophic sequences" (CAPS) (KONIECNY A AUSUBEL 1993). NISHIO ET AL.
(1996) klasifikoval 18 z 27 testovanych linii B. rapa po piisobeni Afa 1 na PCR produkty
amplifikovanymi s primery pro tfidu I.

Rozdily ve spektrech PCR-RFLP (A4fa I) genu SLG II u linii WRG a Start jsou velmi
nazorné. Velikosti jednotlivych pruhii odpovidaji velikostem odvozenych ze sekvenci. Nezda
se, ze by byl polymorfismus néjak vyrazné maskovan produkty nespecifické amplifikace.

Metoda PCR-RFLP velmi dobie rozliSovala jednotlivé alely genu SLG 11, a to jak u
jednotlivych zaklonovanych alel (pfedchozi kapitola), tak u dihaploidnich rodi¢ovskych
jedinct, ale také u k#izencl dvou linii. PCR-RFLP spektra, resp. délka fragmentl se vzdy
shodovala s velikostmi fragmentii odvozenych ze sekvenci. PCR-RFLP genu SLG 1II lze
pouzivat rutiné pro odliSeni S-haplotypi, a to jiz v ¢asné fazi ontogeneze. Toho je mozné
vyuzit ke zvoleni vhodné kombinace v hybridnim §lechténi fepky na bazi autoinkompatibility,
pro odliSeni rodicovskych populaci a pro stanoveni hybridnosti potomstva. Je vSak zapotiebi
uvédomit si n¢kolik aspektii. V prvni fad¢€ je nutné mit data podloZzena sekvenéné, védeét, zda
rodicovské komponenty maji skutecné odlisné alely. Dale je potfeba znat St€pna mista pro
jednotlivé restriktazy a podle toho volit enzym. Rozhodné neni vhodné naslepo zkouset fadu
restrikénich endonukleaz. Enzym je nutné vzdy volit tak, aby vysledné spektrum pruha bylo
dobfe citelné, obsahovalo optimalni pocet pruhli a rozdily mezi analyzovanymi vzorky byly
dobfe patrné. Pak je také potieba nejprve otestovat rodi¢ovské populace.

Jako jesté vhodnéjsi metoda k odliSeni S-haplotypi se mozna jevi specificka PCR pro
jednotlivé alely (SOBOTKA 2001). Znamena to navrhnout dvojici alelové specifickych
primert, které amplifikuji SLG (SRK, SCR) z jednotlivych funkénich alel jednotlivych S-
lokust. V praxi by to mélo n¢kolik vyhod. Odpadéd tim jakékoliv $tépeni a pouzivani
restrikénich endonukleaz. Konkrétné u SLG II genu by ptfitomnost PCR produktu znamenala
pritomnost alely, u homozygotnich rodict jeden jediny pruh a dva pruhy u jejich hybrida.
Zaroven by se neamplifikovala alela S75, ktera Casto rusi Citelnost spekter. Je tieba si ale
uvédomit, Ze navrhnout specifické primery pro alely, které se li§i v nékolika mélo bazi, neni

vibec snadny tkol. Vhodné by bylo, aby se od kazdé¢ alely amplifikoval jinak dlouhy usek,
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protoze jinak bychom nemohli rozliSit heterozygoty. Mozna jesté obtiznéj$i je navrhnout
primery tak, aby se amplifikoval jen urCity Gsek S-lokusu a nikoli smés produkti.

SOBOTKA (2001) jesté zdiraziuje, Ze kazdy takovy primerovy par je pouZitelny pouze
pro jeden haplotyp, coz by ale nemé¢lo vadit pro praktické pouziti, protoze Slechtitelé stejné
pracuji pouze s nékolika osvéd¢enymi S-haplotypy.

Co se tyce pouzitelnosti RAPD metody pro odliSeni odriid a néasledné vyuzitelnosti
polymorfismu pro stanoveni hybridnosti, ukazala se metoda jako mén€ vhodna. Patnéct
pouzitych primert neodlisilo ani rodicovské komponenty. Jednou z pficin toho by také mohl
byt fakt, Ze dnesni odridy jsou si genotypové velmi blizké. RAPD by mozna mohla odlisit
vzdalenéjsi odridy. MARSHALL ET AL. (1994) hledali RAPD markery pro odliSeni hybridd.
Autofi uvadéji, Ze testovali pie 500 RAPD primeri. Pro ucely hybridnosti jsou RAPD spektra
mén¢ vyhodna pro svoji problematictéjsi reprodukovatelnost. Jako vhodné markery pro
stanoveni hybridnosti se zdaji byt spiSe SSR markery, které jsou zalozené na polymorfismu
mikrosatelitovych sekvenci. Oproti RAPD a PCR-RFLP je nevyhodou SSR markert

pozadavek na piesnéjsi metodu separace (sekvenacéni gel) (SOBOTKA 2001) .
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5.2. Hledani molekularniho markeru odolnosti k Phoma lingam

Cilem bylo rozpracovani metodiky vytvofeni specifického markeru, ktery by
pomohl odlisit nachylné a odolné jedince rostlin fepky k fomové hnilobé pomoci DNA analyz
Jiz v ¢asné fazi ontogeneze.

Ze soucasného sortimentu registrovanych odrid fepky byly vyhodnoceny na zakladé
statisticky vyznamnych rozdilti v laboratornich testech jako odolné dvé odridy Capitol a
Jesper. Naopak nachylné jsou odridy Mohican a Orkan (PLACHA ET AL. 2002). Zahrani¢ni
autofi uvadéji podobné udaje o odriidé Capitol. Jednd se vSak o specifickou rezistenci a
behem ctytech let se vétSinou patogen adaptuje a rezistence je pirekonana (CETION, Centre
Technique Interprofessionnel des Oléagineux Métropoltains 2004). U odridy Capitol byl

potvrzen gen rezistence Rlml (BALESTEND ET AL. 2002)

Vyhledani RAPD markeru pro odliSeni nichylnych (Mohican, Orka) a odolnych
(Capitol, Jesper) genotypt

Prvnim krokem byla izolace DNA z dé€loznich listkl rostlin odriid Mohican, Orkan,
Capitol, Jesper. Jednalo se o smésny vzorek cca dvaceti rostlin. Nasledovala PCR s
nespecifickymi primery, tzv. RAPD analyza. Byl proveden screening primert z primerovych
sad Operon:

OPA 1,2,3,4,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 19, 20
OPB1,2,3,4,5,6,7,8,11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20

OPK 2,3,4,5,6,7,8,9,11, 12,13, 14, 15, 16, 17

OPF 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
OBK 3,5,6,9.

Vysledna spektra pruht byla porovnana. Pro dalsi praci byly vybrany primery, které
odlisuji nachylné a odolné odrudy. U téchto vybranych primerd byla reakce opakovana, a to
minimaln¢ dvakrat, protoze pravé opakovatelnost nékdy byva u RAPD sporna (PENNER ET AL.
1993).

Rozdilnda RAPD spektra (rozliSujici dvojici nachylnych a odolnych odrtd, nikoli
obecn¢ variabilni spektra) byla patrna u produktti amplifikace s primery OPA 14 a 15; OPB
2; OPK 2; OPF 13 a 15 (ukazka nékterych spekter na obr. 5.1.). Pouze primer OPA 14 (obr.

5.21. ¢) vykazoval opakovatelnost. Jak je patrné z obrazku, jsou u vyslednych spekter
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s primerem OPA 14 zietelné dva slabé pruhy (v oblasti velikosti produkti 600-700 pb)

charakterizuji odolné genotypy (Capitol, Jesper) a na druh¢ stran¢€ jeden silny pruh u genotypti

nachylnych (Mohycan a Orkan).

Data ziskand z variabilnich spekter RAPD byla pouzita pro odvozeni genetické

vzdalenosti pomoci clusterové analyzy v programu Statistica. Jak ukazuje dendrogram na

obrazku 5.22., odridy Mohican a Orkan (néchylné) jsou si vzadjemné blizké. Nejvzdalenéjsi

odriidou je odriida Capitol. Odrida Jesper se nachdzi mezi odriidou Capitol a dvojici

nachylnych odriid Mohican a Orkan.
U odrudy Capitol byl povrzen gen rezistence R/mI (BALESTEND ET AL. 2002), proto

byla pozornost zaméfena na tuto odriidy. Ctyfi primery odliSovaly odridu Capitol od

ostatnich (OPA 8, 9, 16, OPF 16 - obr. 5.23.).

Obr. 5.21.: Spektra RAPD, kde je patrna odlisnost mezi nachylnymi a odolnymi odridami.

a) OPA 15 b) OPK 2 c) OPA 14 (vyznamny)
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M - Mohican (nachylnd)
O - Orkan (nachylnd)
C - Capitol (odolna)

J -Jesper  (odolnd)
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Obr. 5.22.: Dendrogram zobrazujici genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi odridami

Geneticka vzdalenost mezi rodi¢ovskymi odriidami
Unweighted pair-group average
Euclidean distances
Capitol
Jesper
Mohican
Orkan
3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0
geneticka vzdalenost

Obr. 5.23.: Primery, které odliSovaly odridu Capitol.
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Ovéreni segregace markeru v F, generaci (resp. R; generaci) $tépici populace kfiZenci
nachylné a odolné odridy. Stanoveni korelace markeru s fenotypem (odolnosti),
statistické hodnoceni

Materidlem pro ovéfeni segregace markeru byly F, Stépici (R;) populace kiizenct
vzdy jedné nachylné odridy s odolnou. Slo o populace, které vznikly pylovou embryogenezi
z Fy populaci po kiizeni (proto oznaceni R;). Tato technika odvozeni R; generace zaruCuje
100 % homozygotnost potomstva. RAPD jsou markery dominantniho charakteru (WILLIAMS
ET AL. 1990), proto se predpoklada Stépny pomér v R; generaci 1:1 (50 % homozygotl
dominantnich a 50 % recesivnich). DNA byla izolovana z kazdé rostliny individualné.
Rostliny po odbéru vzorku byly dale dopéstovany a podrobeny laboratornimu testu umélé
infekce.

RAPD spektra s pouzitym primerem OPA 14 ukazovala rozdily mezi nadchylnymi a
odolnymi genotypy a zarovein jako jedind vykazovala opakovatelnost a segregaci v F; §tépici

populaci (obr. 5.24.).

Obr. 5.24.: Segregace RAPD produktd (primer OPA 14) v populaci F1 k#izenct (¢ast populace).
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Velmi dilezité bylo srovnani genetickych dat s fenotypem. Testovani odolnosti
(fenotypu) k Phoma lingam bylo provedeno na stejnych rostlinach R; generace, které byly
pouzity pro genetické analyzy. Testy probihaly na pracovisti VUOL Opava pomoci umélych
infekci. Predpokladem bylo, ze pokud bude silnd vazba mezi geny rezistence a nalezenym

markerem, bude v populaci marker segregovat s fenotypem (pfitomnost pruhu = odolna
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rostlina, nepfitomnost = nachylnd; ¢i obracen¢).Vysledky spekter rostlin F; populace byly

srovnany s fenotypem.

Rozdily ve fenotypu jednotlivych rostlin nebyly velké a ani infekce se neprojevila
ptili§ rozdilnymi ptiznaky. Okraje kolem vpicht byly pouze mirné zazloutlé nebo na pocatku
nekrotizace. Takové priznaky byla hodnoceny stupném 2. V piipad¢, Ze k nekrotizaci nedoslo
a pletiva kolem poranéni byla neporuSena, byly tyto ptiznaky hodnoceny stupném 1. Vyssi
napadeni (Disease index) bylo vypocitano jako vazeny primeér ziskanych hodnot.

Pro stanoveni spole¢né segregace markeru se skutecnou rezistneci (fenotypem) v F,
populaci bylo pouzito takové hodnoceni, Ze rostliny s indexem 1,5 a mensSim byly oznaceny
jako odolné. Tyto rostliny by mély mit, tedy za piedpokladu segregace markeru s fenotypem,
ve spektru produktti amplifikace s primerem OPA 14 v oblasti velikosti 600-700 pb dva pruhy
(jako odolné donorové genotypy Capitol a Jesper). Rostliny s indexem nad 1,5 byly oznaceny
jako nachylné, mél by se u nich vyskytovat jeden silny pruh jako u nachylnych donorovych
genotypi. Analyzovano bylo 83 rostlin.

Pfi tomto hodnoceni nebyla shoda s fenotypem nijak vyrazna. Nelze povazovat za

prokazané, ze by marker segregoval s fenotypem. Shoda s fenotypem byla 47 %.

Rozpracovani metodiky navrZeni specifického markeru pro odolnost k fomové hnilobé

Vytypovany RAPD marker (primer OPA 14), ktery odliSuje rodic¢ovské odridy, vykazuje
opakovatelnost a segregace v R1 generaci a alespon ¢aste¢nou shodu s fenotypem, by mohl
slouzit k vytvoreni specifického markeru, ozna¢ovaného jako SCAR marker (ARNEDO ET AL.
2002).

Ze spektra RAPD pruhil bude z gelu vyfiznut (QIAquick Gel Extraction kit, QIAGEN)
pravé ten jeden, ktery odliSuje nachylné a rezistentni jedince. Produkt bude zaklonovan do
vektoru. Déle bude nésledovat sekvenovani produktu a vyhodnoceni sekvenci, na jejichz
zéklad¢ budou odvozeny specifické primery, coz je cca 25 okrajovych bazi produktu. Tyto
primery by mély amplifikovat uz pouze jediny usek — specificky marker pro odliSeni

odolnych a rezistentnich rostlin.
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Tak jako u velké ¢asti rezistence k houbovym chorobam se také u rezistence fepky k
Phoma lingam jedné se o slozity typ dédicnosti, variabilita dédi¢nosti v odolnosti k fomé se
pfedevs§im odviji od typu a rasy patogena (CARGEEG A THURLING 1979, DELWICHE 1980,
HiLL 1991, PANG A HALLORAN 1996). V riiznych fenofazich tidi odolnost rozdilné geny (ZHU
ET AL. 2003) — kvalitativni, Giplné rezistence v Casnych stadiich a kvantitativni, ¢aste¢na
rezistence u dospélych rostlin. Nelze opomenout, ze piitomnost jednoho genu specifické
rezistence znamena odolnost pouze vici urcité rase patogena (Genoscope, Centre national de
séquencage 2004). Z téchto diivodi je velmi obtizné nalézt jeden konkrétni marker, ktery by
kompletné odliSoval odolné a rezistentni jedince v riznych podminkéach.

Vytypovany RAPD marker ziskany na zaklad¢ amplifikace s primerem OPA14 se sice
neshodoval ze 100 % s fenotypem v F; Sté€pici generaci, ale pfece jenom je patrna jista shoda.
Je mozné, Ze se tento marker fyzicky nachazi v blizkosti néjakého z klastrii gent rezistence
tohoto polygenniho systému. Existence vazby a ptipadné i jeji sila bude jesté testovana.

Co se tyka fenotypové zkousky, byly u jednotlivych rostlin nalezeny jen minimalni
rozdily. Je potieba zkontrolovat, zda nedochazi k disproporcim u rostlin stejného ptiivodu. Po
ziskdni semen fertilnich rostlin by mél byt test zopakovan a proveden v fadném terminu na
déloznich listcich. To je velmi dulezité, protoze pravé v Casnych fazich vyvoje se uplatiiuji
specifické geny rezistence.

Vysledky ohledné¢ casné detekce rezistentnich rostlin fepky jsou vyuzitelné ve

Slechténi fepky v ramci spoluprace s VURV Praha-Ruzyné.
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6. ZAVER

Vysledky predkladané prace jsou jen dil¢imi vysledky vyzkumu autoinkompatibility u
fepky, coz je jedna z néplni prace a zaroven jiz tradice Biotechnologického centra pod
vedenim profesora Curna. Price navazuje na vyzkum Ing. Sobotky a Ing. Zaludové.

S uspéchem se podaftilo rozliSit Al a AK rostliny na zékladé¢ amplifikace genu SLG 1.
K odliseni (resp. selekci) AK rostlin se SLG I ukézal jako vhodny marker. V opacném
piipad¢ se bohuzel pouzit nedd, protoze mezi rostlinami s nepifitomnosti SLG I byly 1 rostliny
casteéné¢ kompatibilni. Bylo prokdzano, ze vétSina soucasnych odrid ma ve svém genomu
dominantni alelu SLG genu tfidy I - alelu A/0. Podrobngjsi analyzy SLG I genu u odrad
Global a Topas odhalily existenci vétsitho mnozstvi riznych alel SLG I genu.

U vSech analyzovanych odrid byla potvrzena alela S/5 genu SLG II. Podafilo se
osekvenovat funkéni alelu SLG genu tfidy Il z genomu Brassica rapa u Al linii Tandem a
Start. Pfedpoklad, Ze dvé vzajemné kompatibilni linie Start a Tandem maji odlisné alely SLG
IT genu se nepotvrdil. Linie WRG ma vsak alelu jinou. Snahou bylo ovéfit moznosti odliSeni
jednotlivych alel pomoci metody PCR-RFLP a stanovit vyuzitelnost této metody pro rutinni
testovani.

PCR-RFLP genu SLG Il mliZe u materidlu, kde byly sekvena¢né& prokazany rozdilné
alely, slouzit k odliSeni jednotlivych haplotypti a stanoveni hybridnosti po kiizeni. RAPD
metoda se pro stanoveni hybridnosti ukédzala jako mén¢ vhodna.

Co se tyka markert odolnosti k Phoma lingam, tak RAPD metoda velmi dobie odlisila
nachylné a odolné genotypy donorovych rostlin. Byla vytvofena sada DNA (RAPD)
fingerprintd, na jejichz zéklad¢ byl odvozovan marker pro rezistenci k fomé. Pomoci metody
RAPD fingerprintingu nebyl prokdzan vyrazny rozdil mezi rezistentnim a nachylnym
fenotypem v populaci rostlin mikrosporovych regenerantti z F; kiizenct rostlin odriid Capitol,
Jesper, Mohican, Orkan (donorové rostliny byly odliSeny, ale markery nesegregovaly pfesné
s fenotypem ve Stépici populaci). Nejlépe se jevil RAPD marker s OPA 14 primerem
pouzitym pro amplifikaci, nerozliSuje sice stoprocentn¢ odolné a nachylné jedince, ale
castecna shoda byla nalezena. Dle souboru ziskanych dat byly pomoci clusterové analyzy
stanoveny genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi odrtidami.

Nékteré poznatky ziskané béhem feSeni problematiky diserta¢ni prace jsou vSak
vyuzitelné v oblasti hybridniho Slechténi fepky na bazi autoinkompatibility a také v oblasti

rezistentniho §lechténi. Toto se d&je ve spolupraci s VURV Ruzyné.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Al - autoinkompatibility; autoinkompatibilita, autoinkompatibilni, cizosprasny

AK - autokompatibility; autokompatibilni, samosprasny

AVR - gen avirulence

BSA - bovinni sérum albumin

CMS — cytoplasmic male sterility; cytoplazmaticka pylova sterilita

DH - doublehaploid; dihaploid, dihaploidni

DK - donor kvality

F - fertilni protoplazma, v protoplazmé ptitomny geny fertility

F1,2,...- prvni, druhd, ... filidlni (dcetfinnd) generace

GLS — glukosinulaty

termina¢nim kodonem

PCR - polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP - délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentti, kombinace PCR a RFLP
QTL — quantitative trait loci

R - gen rezistence

R1 - prvni dcefinnd generace vznikla pylovou embryogenezi

RAPD - random amplified polymorphic DNA; polymorfismus ndhodné amplifikované¢ DNA
Rf - jaderné geny fertility

rf - mutované jaderné geny fertility

RFLP - restriction fragment length polymorphism; polymorfismus délky restrik¢nich
fragmentt

RIm - rasové specifické geny odolnosti viici Phoma lingam

S - sterilni protoplazma, v protoplazmé nepfitomny geny fertility

SCAR - sequence characterized amplified region; sekvencné specifiky amplifikovany usek
SCR - S-locus cysteine-rich protein; gen S-lokusu, koéduje sam¢i determinant

SLG - S-locus glycoprotein; gen S-lokusu, funkce neni pfesn¢ zndma

SLR1, 2,3 -locus related gene 1, 2, 3; geny nelezici na S-lokusu, pomocna funkce

SP11 - S-locus protein 11; prudukt genu SCR

SRK - S-locus receptor kinase; gen S-lokusu kéduje seri/threonin kinazu

SSR - simple sequence repeat; marketrovaci systém, principem je amplifikace mikrosateliti

Pokud neni uvedeno jinak, je autorem vSech obrazku a fotografii Tomas Nix.
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	ČESKÉ BUDĚJOVICE 
	 
	Sporofytická inkompatibilita  
	Autoinkompatibilita (AI) byla u řepky popsána roku 1953. Jde o úplnou inhibici pylové láčky při samoopylení. V tomto systému aktivní glykoproteiny na povrchu blizny zastaví růst pylové láčky u vlastního pylu. Cizí pyl může růst dál. Každý glykoprotein je geneticky definován jednou S-alelou . 
	Pro překonání AI při množení inbredních linií je známo několik metod, není zde tedy zapotřebí žádného udržovatele sterility, jako je tomu u systémů využívajících CMS. Literatura uvádí různé metody překonání AI, je to například postřik chloridem sodným (Monteiro et al. 1998, Fu et al. 1992); dále pak expozice oxidem uhličitým (Nakanishi a Hinata 1975, Palloix et al. 1985). 
	AI reakce souvisí s blokací hydratace pylu stejného haplotypu (Stone et al. 1999). Je třeba podotknout, že hydratace je blokována pouze v místě kontaktu pylu a papilární buňky. Při opylení směsí inkompatibilních a kompatibilních pylových zrn jsou inkompatibilní zrna blokována, zatímco kompatibilní na stejné papilární buňce normálně hydratují (Sarker et al. 1988). Popsanou hydratační blokádu lze překonat např. zvýšenou vlhkostí, avšak růst pylu je stejně v pozdějším stádiu zastaven (Dearnaley et al. 1997). Jedná se o klasický důkaz, že AI reakce u rodu Brasica má více kontroloních bodů (Heslop-Harrison 1975). 
	Systém využívající autoinkompatibilitu se dnes běžně používá pro produkci hybridů různých druhů brukvovité zeleniny. První hybridní odrůdy jarní řepky, vytvořené na základě AI, byly zavedeny v Kanadě, šlechtění ozimých hybridů se rozvíjí v SRN, Anglii, Dánsku i v ČR. U nás se AI hybridy zatím nepěstují. První materiály založené na AI byly přihlášeny do odrůdových zkoušek i v České republice (Sobotka 2001). 
	Brassica rapa i B. oleracea, druhy z nichž vznikla kulturní řepka, jsou přirozeně inkompatibilní. Tři diploidní druhy rodu Brassica; B. rapa (AA, 2n = 20), B. oleracea (CC, 2n = 18), B. nigra (BB, 2n = 16); jsou autoinkompatibilní, ale amphidiploidní druhy; B. napus (AACC, 2n = 38), B. juncea (AABB, 2n = 36) a B. carinata (BBCC, 2n = 34) jsou obecně autokompatibilní (Ollson 1960). Existují tedy různé cesty získání autoinkompatibilní řepky, a to třeba selekcí rostlin z populací řepky klasickým šlechtěním nebo pomocí introdukcí       S-alel z rodičovských druhů do kulturní řepky pomocí resyntézy. Současné odrůdy řepky však především díky šlechtění a výběru mají ve svém genomu nefunkční alely pro AI. Kučera et al. (1995) uvádí výskyt AI rostlin u současných odrůd okolo 0,1 %. Havel (1994) vycházel z originálních zdrojů AI nalezených v populacích běžně pěstovaných odrůd řepky. Výskyt AI rostlin v populacích dvounulových řepek uvádí 0,3 – 3,9 %.  
	Východiskem pro získání AI linií řepky by mohla být selekce AI jedinců ze starých odrůd a křížení těchto linií se současnými odrůdami. Toto však přináší řadu problémů, především vnesení nežádoucích znaků a snížení kvality. Předpokládá se také vazba genů zodpovědných za AI s geny pro zvýšený obsah GLS. Jak uvádí Kučera et al. (1995), je u AI linií vysoký obsah glukosinolátů, přestože jsou odvozeny z výchozích materiálů s dvounulovou kvalitou. Dalším řešením by mohlo být přenesení zmiňovaných genů do řepky z B. campestris, popř. B. rapa., pomocí resyntézy nebo transgenoze. 
	Existuje také možnost přenosu genu pro AI společně s geny rezistence k určitému typu herbicidu do mateřské linie. V praxi by to znamenalo velkou výhodu v tom, že pro likvidaci otcovské komponenty by postačil postřik tímto herbicidem.  
	Chemicky indukovaná sterilita  
	Do této skupiny patří gametocidy, což jsou chemická činidla, která vyvolávají sterilitu prašníku mateřské rostliny. U druhů s delším obdobím kvetení, jako je právě řepka, však nelze tento postup využít (Arnison 1997). Patří sem např. Certation, chemická látka, která způsobuje rychlejší prorůstání pylu geneticky odlišné rostliny k vajíčku oproti pylu vlastnímu nebo pylu podobného haplotypu. Tato látka se nepoužívá. 


