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1. Uvod

Repka se v saiasné dob radi mezi sedm nejvyznarjich olejnin gstovanych ve
swté. Podle serveru Svazwgiiteli a zpracovatél olejnin byla celkova produkceepky
v Ceské Republice vroce 200%Fep 1 milion tun. Vyznam této olejniny siiea hlavré
v obsahu oleje, ktery je vychozi surovinou pro ogkdu vyrobki, biomasa se sp@bovava
jako zelené krmenigi hnojeni. Repka je dale vybornoui@dplodinou pro obiloviny a
v neposlednifack je potravinéskou surovinou, ktera slouZzi k lidské vy&iv

Pro dosazeni maximalnich vyiiofnad 4t/ha) a pozadované kvalitgpkového oleje
(48%) je zasadni viio vhodné odidy. Slechgni fepky je dlouhodoby proces, ktery zahrnuje
slozitou vykEr rostlin s vhodnymi vlastnostmi. Zahto divoda je velmi @ginosné vyuzivani
(aplikovani) molekularnich markierve Slechini fepky. Obect se pomoci molekularnich
marketi daji detekovat rozdily v genetické informaci meanalyzovanymi druhy/
populacemi/ klony/ jedinci/ hikami a jsou zaloZeny na polymorfismu sekvenci DNA.
Molekularni markery jsou ve Slechtitelskych progesmim vyuzivany p sledovani utitych
geni v prabéhu Slechtitelského procesu pomoazmych metod molekularni biologie. Dale
slouzi nap. pro genetické mapovani, poptiégenetiku a # studiu evoluce.

Metoda AFLP se obe¢npouziva i Slechtni nekterych jinych drufi plodin nez u
fepky, u které neni zatim tak ro&sia. Technika AFLP se vyzhige vysokou schopnosti
detekce mnoha polymorfnich markera jeden vzorek. AFLP markery se daji vyuzit zejmé
pro molekularni charakteristiku a hodnoceni geRkétidiverzity odéd repky. Cilem této
diplomové prace bylo vyuziti této techniky ve Sligal fepky a porovnanitgvodu ¢eskych,

slovenskych ad&meckych oditd mezi sebou.



2. Literarni prehled

2.1 Rivod iepky

Repka olejnaRrassica napus L. var. napus) je fazena do rodu brukeBrassica) a
spolu s dalSimi asi 170 rody a 2000 druhy ¢kedi brukvovitych (Brassicaceae)
(Diepenbrock et al. 1999)Repka je amfitetraploid s 38 chromosomy, ktery vknik
spontannim zkzenim brukve zelnéB( oleracea) s 20 chromozomy a brukviepice
(B. campestris) s 18 chromozomy. Genoiepky je tedy sloZzeny z obogchto genom a
fepka ma genom AACCRepka je autofertilni, i kdyZ je odvozena z dipldin
inkompatibilnich drufi (je znemoz#no opyleni vlastnim pylem).iRinou autofertility
fepky mohou byt defektni alely S — lokusu v genomiuCA(U, 1935).

Je fgevazr samospradna, ale s vysokym podilem cizosprasemq%), coz zavisi
I na aktivig véel, na po¥trnostnich podminkach v délkveteni i na genetické dispozici
(Chloupek, 1995).

2.2 Historie Slech&ni fepky

Pasatky Slecheni v Ceskoslovensku se datuji do obdobi prvni repubNignamiepky
v té dolg byl jen maly. Vykkrem z &€chto domacich krajovych ot vznikly ozimérepky
Trebitska krajova (Slechtitelska stanice ve Straneckéiilw. Zdar nad Sazavou, povolena
vroce 1941), Slapska (Slechtitelska stanice Slaplabora, povolena 1946) a jarf@pka
Ceska krajova (3lechtitelska stanice Chlumec nadir®id, povolena v roce 1949). V3echny
tyto odiidy se udrzely v sortimentu az do nastupu ,bezensiolyodnid v 80.letech (Vasak
et al., 2000).

Od roku 1960 se provély prace v oblasti Slecéni fepky na zlepSeni zimovzdornosti
rostlin a nepukavosti Sesuli, mozném sniZzeni obkgéeliny erukoveé (KE). Naiglomu 60. a
70. let byly provaény avodni studie ve stru vyuZiti heteroze éepky. P@inaje rokem 1985
byl zahajen vyzkum autoinkompatibility u ozintépky. Na pelomu 80. a 90. let byly
rozpracovany tyto sany Slechéni fepky: 00 typy, EO typy, typy se Zmenou skladbou
mastnych kyselin, Zlutosemenné typy, linie s nizkyhsahem glukosinol&t (GSL)

skladajicich se zejména ze sinapinu a progoitrinu.



Vroce 1983 byla povolena prvnieskoslovenska odda ozimé fepky Silesia
s minimalnim obsahem KE. V roce 1990 byla povolpnani ¢eskoslovenska odda ,00"
typu Sonata(restringovana v roce 1995), v roce 199flona a v roce 199Ddila.

Slechéni typu EO (vysoky obsah KE a nizky obsah GSL) tilgislo povoleni nové
ceské odiidy Oazaregistrovana v roce 1997 proapmnyslové @ely, kterd se v s@asné dob
ale nepouziva.

Ve Slapech u Tabora &li pracovat s materialy ozim#&epky z taborského okoli.
Slapskym Slechtitéim se podaélo ziskat ozimouiepku Slapska (povolena v roce 1946),
vynosna, olejnata, zimovzdorna, s dobrym zdravotsiavem i kratSi vegetai dobou.
V roce 1978 byla povolena adta jeS¢ tradicniho typuMira. V roce 1986 byla povolena
zatim jes&t odrida jednonulovésolida, a v roce 1996 jiz prvni dvounulova éda Slapska
Stela (obsah KE 2%, obsah GSL 2BMol/g semene). To umoznilo podstatgirsi uziti
fepkovych extrahovanych Stoako hodnotného bilkovinného krmiva (Agritec.c208).

Koncem 90. let minulého stoleti byly do registiho fizeni gihlaSeny a do Statni
odridové knihy zapsany prvni hybridni ady fepky ozimé. Registrovani hybridi byly
zaloZzeny na bazi CMS (cytoplazmaticka samterilita) - systém ogu/INRA pro tvorbu
pylov¢ sterilnich hybrid ¢ili komponentnich odrd a na bazi MSL (sa&n sterilita), coz je
systéem msmecké firmy Norddeutsche Pflanzenzucht H. G. Lemipke tvorbu pylo¥
fertilnich (restaurovanych) hybiidVasak et al., 2000).

2.3 Cile Slech¥ni Fepky

Stavaijici Slechtitelské cile jsouepky definovany nasledujicim &gobem:

- vynos nad 4 t/ha semen

- zimovzdornost

- zdravotni stav — odolnost proti houbovym chorob&mmové ¢ernani stonku Rhoma
lingam), hlizenka obecn&s€lerotinia sclerotiorum)

- Slecheni na kvalitu semen

- nizky obsah progoitrinu (glukosinolat ze skupatikenylglukosinolal)

- prazkum variability obsahu indolylglukosinotata obsahu celkovych glukosinaiat
(Agritec.cz, 2008)



2.4 Obsah latek v semeni

Nejprve se pstovaly odiidy repky s vysokym obsahem KE a vysokym obsahem GSL.
V 70. a 80. letech se &y pistovat odiidy se snizenym obsahem KE ale nesnizenym
obsahem GSL tzv. ,0“ oddy. Pak nasledovaly ,,00" odldy se snizenym obsahem KE do 2%
a GSL do 25umol.g* semene. V sa@snosti je vypracovanoskolik progranii na Slechini
tzv. ,000* Zlutosemennéepky s minimalnim obsahem KE a sniZzenym obsahem &Sé
snizenym obsahem vlakniny v semeni z cca 12 na @dé, se pracuje na ,0000%, kde je
redukovany i obsah nestabilni kyseliny linolendvéchazi ale k rozpérs pozadavky |ékd,
kteri se spiSefjklangji ke zvySeni obsahu této esenciélni kyseliny (Bgka2007).

Obsah kyseliny linolenové je z hlediska zpracoskigho pimyslu nezadouci pro jeji
snadnou oxidovatelnost agobujici Zluknuti. Z hlediska nuiriiho ma byt pro zdravou
rovnovahu zachovan pammezi polynasycenymi kyselinami omega 6 (linolové@mega 3
(linoleovd) 5:1 aZz 9:1 (Vasak et al., 2000).

V omezeném rozsahu secaly pestovat i odady ,EQ" s vysokym obsahem KE nad
50% a snizenym obsahem GSL prdarpyslove @ely. Jejich gstovani je vSak diskutabilni,
protoze je velmidzké zabezp#t dikladnou izolaci od odid pEstovanych pro potravidigké
Gcely. Divodem jsou oprawmé obavy, Ze by ip dneSnim Sirokém rozsahuégtovani
bezerukovychtepek doSlo ke spraSeni a vyraznému zhorSeni jeglitkva tudiz i
neprodejnosti. V posledni débuz vyvoj pokra@il az k transgennim neboli geneticky

upravenym odrdam s geny rezistence proti herbieid (Baranyk, 2000).

2.5 Vyznam molekularnich markeni ve Slechéni

Pomoci DNA marker Ize detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi druhy/populacemi/klony/jedincifixami. DNA markery jsou zaloZeny na
polymorfismu sekvenci DNA. Jsou vyuZivany hapro DNA fingerprinting p zjiStovani
genetické ¢istoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sletv ugitych geri béhem
Slechtitelskych prograin(nag. SLG geny), genetické mapovani, poguiagenetiku a
studiu evoluce na molekularni arovni (fylogenetiekalyzy ieSeni taxonomickych otazek).

Molekularni markery mohou byt spolehdipouzivany jako potencialni techniky pro
identifikaci odid. Ve srovnani s morfologickymi znaky maji molekaidmarkery mnoho
vyhod. Jejich exprese (projev) neni zavisla na do#éch progedi, neni nutny zdlouhavy

vyzkum metod pstovani rostlin a potencialni gt markett je skoro neomezeny vzhledem



k isoenzynim. Molekularni markery se U&re aplikovaly @i registraci a identifikaci odid
(Mailer et al., 1994) nebarigkontrolecistoty osiva u hybridnich ofld (Marshall et al., 1994).

DalSi vyhodou molekularnich i biochemickych martkdsyva moznost rychlého
testovani rozsahlého materialu, tento proces jestadktivni, tj. pro analyzu se pouziva jen
mala c¢ast rostlinné tk&h Pouziti molekularnich markier ma oproti morfologickym
klasickym znalkm vyhody i v moznosti sledovanétéino p@&tu Zzadanych znak Navic velmi
¢asto je mozné testovat rostliny véklim stavu (Moore a Collins, 1983).

DNA markery jsou vyuzivany v oblasti hodnoceni dmhk& diverzity v ramci
populace, mezi geograficky odliSnymi populacemiujspouzivany ke studiu genetické
variability populaci planych a kulturnich drulostlin, hodnoceni diploidnich a polyploidnich
druhi.

2.6 Molekularni markery

DNA markery jsou markery na arovni DNA. Umiaji jednoduSe detekovat odliSnosti
v primarni genetické informaci, kterou DNA nese. MRarkerovaci systémy jsou zaloZzeny
na polymorfismu v sekvencich DNA u analyzovanyctirjei (populaci) Curn, 1998). Je
prokézano, ze v pméru 50% lokus rostlinnych druli je polymorfnich (Chloupek, 1995).

DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organiskde je zvladnuta technika izolace
DNA. Molekularni markery maji diky fyzikalnim viagistem DNA g&kolik vyhod. Zaprve,
DNA maZeme ziskat nejenom ze Zivych, ale i z mrtvych itkén piipad rostlin
z herb&ovych polozek). Molekula DNA je natolik stabilnie miZe byt zachovana i po dobu
n¢kolika miliona let. DalSi vyhodou jsou mala mnoZstvi DNA, jezysatSinou k analyzam
zapotebi. DNA markery se mohou pouzit také i u velmiydmontogenetickych stadii, coz
efektivne urychluje praci pedevsim ve Slechtitelské oblasti (Cano et al., 1993

Sekvence DNA se v genomu mohou vyskytovat jakongdié sekvence (single
copy), jako stedré nebo vysoce repetitivni (opakujici se) sekvencezkinou funkci a
vyznamem, tj. kodujici, reguiai a nekodujici sekvence. Uraveariability je ugovanaradou
faktoni, nag. frekvenci mutaci, frekvenci rekombinaciizmymi formami selekce. V
polymorfnich regionech se theme setkat se dwma typy variability — s jednoduchymi
substitucemi nukleotid nebo s variabilitou v gdu tandemovych opakovani v repetitivnich
lokusech (VNTR). Zdrojem variabilnich DNA oblastiyice — studium je zafifeno na rDNA
(ribozomalni DNA), tDNA (tRNA), minisatelity (repeitvni sekvence 10-30bp dlouhé
lokalizované pobliz telomér), mikrosatelity (1-4 bglouhé tandemav opakované



nukleotidové sekvence). Kramtohoto typu polymorfni DNA jsou v genomu obsazeny
nadhodné genomické sekvenc&sinou pouzivané v RFLP a RAPD analyzach (Bachmann,
1992).

Princip molekularnich markeie zaloZen na :

1. specifickém restriknim S€peni analyzované DNA a nasledné hybridizaci séemau
sondou

2. amplifikaci specifickych fragmeintv in vitro podminkach

3. na fiznych kombinacich restdkiho S&peni, hybridizace a amplifikace.

2.6.1 Metody zaloZené na restrignim Stépeni a nasledné hybridizaci

2.6.1.1 RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism — polynsonius délky restrignich fragment

Na zaklad metody RFLP se identifikuji alely podlgifmmnosti nebo absence
specifického restrisniho mista. Tato metoda je zaloZzen& na reastiik S€peni genomove
DNA pomoci restriknich endonukleaz, elektroforetické separagpista hybridizaci se
specifickou sondou (Southern blot). Po hybridizeeizn&enou sondou a vizualizaci Ize
zjistit polymorfismus ve velikosti vzniklych regttinich fragment DNA (Cano et al.,
1993).

RFLP markery jsou zaloZeny na &mach v sekvencich DNA, ke kterym dochéazelo
béhem evoluce. Tyto zdémy zpisobuji bodové mutace v mistS€peni restriknimi
enzymy, inzerce nebo delece mohou byt vysledkenovnentrného crossing overu
v ramci ugitého chromozému. Metoda RFLP byla poprvé pouzitasilin ke konstrukci
genetickych mapRepkova a Relichové, 2001).

Restrikni endonukleazy jsou enzymy, které se specificksi wa DNA a dokazi ji
rozSepit ve specifickych mistech nachazejicich se tvaitnebo blizko rozpoznavaci
sekvence nukleotid Tyto enzymy jsou rozidieny do tech skupin: I, II, lIll. Metoda RFLP
vyuZziva restriknich endonukleaz typu Il, které se specificky vd@iDNA. Rozpoznavaci
sekvence jsou dlouhétyii, pét nebo Sest nukleotida jsou oboustrarnsymetrické
(palindrom). Je jich znamo 3000 a #v0250 restriknich mist. Nkteré restrikni

endonukleazy mohou mit i delSi nebo degenerovargommavaci sekvence (rozpoznavaji



vice fiznych nukleotid). Restrikni enzymy Stpi dwma tiznymi zpsoby: roz&ipi ok
vlakna ve stejném mist(tzv. tupé konce) a neboépt kazdé vidkno v jiné poloze (tzv.
kohezni konce) (Cano et al., 1993).

Po restriknim SEpeni genomové DNA se provadi Southern blderfps), ktery
spa:iva v technice fenosu DNA na membranu, pak nasleduje hybridizaderarkledzou
rozS€pené genomové DNA, kterd je posléze #beda elektroforézou na agar6zovém gelu
a prenesena z gelu na nitrocelul6zovy nebo nylonowy. Mlastni hybridizace se provadi
s radioaktivd nebo neradioaktivhznaenou sondou v roztoku. Poté nasleduje vizualizace
pomoci autoradiografie.fPpouziti neradioaktivé (chemiluminiscetné) znaiené sondy, je
mozna pima vizualizace. Metoda informuje d@ifwmnosti usek DNA homolognich se
sondou a fiblizn¢ i o jejich patu (Ondej a Drobnik, 2002).

RFLP analyza je zavisla na dostupnosti specifickgond. Tyto sondy musi byt
vybirany s ohledem na dost&tg polymorfismus cilovych mist a jednoznast hybridizace.
RFLP markery na jaderné DNA vykazuji kodominancisau vyuzivany pro genetické
analyzy uéovani otcovstvi tzv. ,fingerprinting” a pro tvorlgenetickych map vyznamnych
hospod#&sky vyuzitelnych plodin. Sir§imu vyuziti RFLP na kiearni DNA ve
fylogenetickych studiich &Sinou brani jejich pracnosttasovd a finatni nar@nost
(Bachman, 1992).

2.6.2 Metody zaloZzené na PCR

2.6.2.1 PCR

Polymerase Chain Reaction - polymerazietézova reakce

Metoda PCR byla popsana vroce 1984 (Saiki etl8I85). Zavedeni a rychly
rozvoj této techniky naiplomu 80. a 90. let minulého stoleti vyrazzjednodusSiliadu
protokoli pouZivanych v molekularni biologii. PCR unioje ziskat poZadovanou a
specifickou sekvenci genomové DNA v libovolném nsteZ in vitro, coZ je jednou
z jejich vyhod (Smarda et al, 2005).

Principem této metody je amplifikace Useku jadem8lA, pokud zname
nukleotidové sekvence lezici v blizkosti nasi @lmblasti — tzv. primery. Primery jsou
uméle nasyntetizované oligonukleotidy (10-30 bazi déy které jsou komplementarni
k sekvencimdsDNA. Pii PCR se cyklicky opakuje enzymova syntéza novietizca

Useki dsDNA ve snéru 5 — 3” prostednictvim DNA- polymerazy. Usek nukleotidové



sekvence je vymezertipojenim dvou primet, které se vadZzou na protilehiéttzce DNA
tak, ze jejich 3"- konce s¥uji proti solg. Po gidani DNA- polymerazy a nukleotidpak
probih& syntéza novych vlaken na olietézcich proti smiru. K syntéze DNA se pouziva
vétSinouTaq DNA- polymeréaza, ktera byla poprvé izolovana z tefimi bakterieThermus
aquaticus v roce 1968 Thomasem D. Brockem. Je specifickd #enpdolava vysokym
teplotdm, pi nichZz uz DNA denaturuje. To umidje, aby syntéza DNA probihala
opakovag formou cykli. PCR je proces,ipnémz se v zavislosti na teptoteakni snesi
pravidelré sttidaji # kroky, béhem nichZ probihajitit odliSné dje s odliSnymi naroky na

teplotu a fragmenty DNA se mnoZi exponenciéhuiou:

= denaturace dvdatzcové DNA i teplot 94°C,

= annealing ( neboli nasedani) priraérodctlenymietzcim DNA (30-65°C),

= syntéza novychettzci DNA za pouziti DNA-polymerazy (65-75°C)
Tento proces se cyklicky opakuje 30-50x.

Obrazek ¢. 1: Princip polymerdzovéretézové reakce

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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1 minut 94 =C
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Obrazek ¢. 2 Exponencialni naist amplifikovaného genu
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wanted gene

Exponential amplification

|
A
A A

It cycle ------- 3= 3500 cvgle

(=

template DNA

|
A
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A
4 copics Beopies 16 eopies 32 copies 2 =68 hillion copies

{Andy Vierstraeie 1999)

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony, coz jsoekysDNA definované
delky o velikosti obvykle desitky az tisice bp. Slmrteni PCR reakce se amplifikovana

DNA detekuje pomoci gelové elektroforézy (Smardal e2005).

2.6.2.2 RT-PCR

Reverse transcription PCR =é&pa (reverzni) transkrémi polymerazova reakce

Metoda utend pro amplifikaci molekul RNA pomoci enzymu revdr
transkriptazy. Nejtive je molekula RNA fepsana na cDNA (copyDNA) pomoci

v 7

transkriptazy a nasledrmmplifikovana jako molekula DNA v&iné PCR.

2.6.2.3 Real time PCR

Metoda PCR vrealnéntase. Amplifikace probiha obvyklym @&gpobem jako
standardni PCR. Re&ki snts obsahuje krogh dvojice primet jeS€ specifickou vnitni
sondu TagMan sonda), ktera je fluoresae® znaena na 3’ konci tzv. zh&&m a na 5’

konci tzv. reportérem (Ovesna a DraSarova, 200dju® amplifikace neprobihda, je energie



vyzaovana reportérem, pohlcovana zh@be. V gipadt amplifikace dojde k roz&peni
vnitini sondy, reportér se dostane z dosahu #kase uvolrgny fluorescetini signal je
zaznamenanifstrojem.

Tato metoda se vyuziva zejména ke kvantitativnin@R Ppro zjis&ni mnozstvi

transgenu v biologickém materialu nebo pro posougiempré napadeni hostitele patogenem.

2.6.2.4 RAPD
Randomly Amplified Polymorphic DNA — polymorfismagihodi amplifikované DNA

Tato metoda p#&t mezi PCR techniky a poprvé byla publikovana werd®90.
Vytvéri produkty, pro jedince, nahoéimozctlené v genomu templatové DNA (Williams et
al., 1990). RAPD (&dy ozn&ovana jako AP-PCR= Arbitralily Primed PCR) pouziva
jeden nebo vice kratkych prinmieo délce 8-12 nukleotidlibovolné sekvence s neznamou
homologii k cilové sekvenci DNA a malaigné podminky pro ifpojeni primeru. Za
téchto podminek dochazi k nasedani primeru s vyspkaukpodobnosti na vice mistech
na obouretzcich DNA. Obvykle se vyskytne¢kolik mist, kterd nejsou od sebéili®
vzdalena a umaitiji pripojeni primeti na protilehlychiettzcich 3"-konci srérujicimi
k sok®. Vysledkem bude cela velka skupina amplifikovanfragment, které se pak dale
roz&li na elektroforéze a vytvbelektroforeticky obraz charakteristicky pro daggnom
(Ondtej, 1999). Pro RAPD analyzu je vhodné optimalizoxsgchny parametry f@devsim
koncentraci DNA, koncentraci benatych iont a primetfi, podminky PCR reakce (teplotu
annealingu) a typ a mnoZstvi termostabilni DNA podydzy (Caetano-Anollés a
Gresshoff, 1997).

Genomy pibuznych, ale ¢asto vzdalegSich druti jsou velmi shod&
organizovany. ¥tSina pruli byva shodna. Proto jéeba vyhledat primer, ktery vykazuje
raiznou polohu pruln u treba i velmi pibuznych organisin — polymorfismus. Soubor
nékolika takovych primer charakterizuje nap odtidu velmi gesré (Curn a Sakova,
1996).

2.6.3 Techniky vyuzivajici kombinaci metod zaloZergh na PCR a restrikénim Stépeni
a hybridizaci

2.6.3.1 PCR-RFLP
Polymorfismus délky restrinich fragment u produkit PCR
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V n¢kterych gipadech se pro tuto metodu pouZziva anglicky ndzsR = Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences. Metodou PCR-RFLE gjifuje sekvetni
polymorfismus stejir dlouhych PCR fragmeiit Takto se daji rozliSitazné alely jednoho
genu nebo nekddujiciho Useku, ktery se vyuziva mkdker, nap vnitini transkribované
spacery mezi geny pro ribozomalni RNA (ITS). Ppnoetody PCR-RFLP sgova v tom,
Ze se pomoci PCR amplifikuje specificky fragmentADhap. usek genu), ktery se dale
Stpi restrikkni endonukleazou. Rozpoznavaci misto restfikendonukledzy musi byt
v misg odliSné nukleotidové sekvence, tak aby od sebgdnjliSeny dva Useky DNA liSici
se napiklad pouze v jedné bazi, nebo aby vysledkem bylnefvy3Si polymorfismus.
Vznikaji fragmenty #izné délky, které jsou nasleflseparovany na agarézovém gelu. Pro
rozliSeni vysSiho polymorfismu seékady pouZivaji @zné restrikni endonukleazy.
Vizualizace se provadi pomoci ethidium bromidu. dgbu této metody je jeji nendrmst
a moznost Wweni mista mutace. Mezi nevyhody ifpaio, Ze pravépodobnost detekce
mutace je relativh nizka a zavisi na ptu pouzitych enzyrn (Caetano-Anollés a
Gresshoff, 1997). Této metody se taktéz vyuziv&.rapharakterizaci odliSnych S — alel u
Brassica napus, ¢i k restrikknimu SEpeni genuSLG amplifikovaného pomoci klasické
PCR.

2.6.3.2 VNTRs
Variable Number Tandem Repeats — variabilita typtandemovych opakovani

Genomy ®kterych organisin obsahuji velkd mnozstvi mnohonasobnych
(tandemovych) opakovani nukleotidovych maétifyto motivy sefasto nachazi v nekodujich
oblastech genofnv t¢sné vazb se strukturnimi geny. Podle délky motivu actpojeho
opakovani Ize tyto oblasti DNA ro#it na: 1. satelity — oblasti £a.0” nukleotidi dlouhé,
délka motivu 100 a vice nukleotid2. minisatelity — 1810° dlouhé Gseky, motiv sestavajici
z 10-100 nukleotitl a 3. mikrosatelity — délka do 4Gukleotich, motiv 2-6 nukleotid
(Chambers a MacAvoy, 2000). Pro detekci minisdiepti fingerprintingu je obvykle
vyuzivana digesce genomové DNA a hybridizace séermmai sondou.

2.6.3.3 SSR- mikrosatelity
Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeatsdentava opakovani kratkych

motiva
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Mikrosatelity jsou sekvence DNA sloZzené z mnohblgé opakujicich motiv
Délka motivu je 2-, 3-, 4- nebo 6-bazi. Jsouc¢ssti kddujicich i nekddujicickiasti
genomu, obvykle se vSak tato polymorfni mista vigky nekodujicicasti (Weiseng et al.,
1995). Jejich unikatni vlastnosti je poskytovansokého stuph polymorfismu, ktery je
zpasobeny variabilnim ptem tandemovych repetic ( obvykle 10-30). Diky ni&tBCR a
nasledném vizualizovanim na polyakrylamidovém dg@&IAGE) miZze byt polymorfismus
mikrosatelifi spolehliw testovan.

Rozdili v délce fragmeritgenomové DNA podmimé gitomnosti SSR se pouziva
k odliSeni blizce fibuznych jeding a k detekci vztalh mezi nimi zejména v genetice
populaci (Smarda et al., 2005).

Velkou vyhodou této metody je jeji e kapacita, tj. mozZnost stasre

zpracovavat velké mnozstvi vzérkychlost a nizka cena (Flegr, 2005).

2.7 AFLP
Amplified Fragment Lenght Polymorphism — délkovylymorfismus amplifikovanych
fragment

Tato metoda by #ta byt z&azena mezi techniky vyuZivajici kombinaci metod
zaloZenych na PCR a restiikm Sgpeni a hybridizaci, ale jelikoZ je hlavnim tématesto

diplomové prace, je o ni pojednano podrgbn

2.7.1 Princip metody AFLP

Techniku AFLP poprvé v roce 1995 popsal Vos etagle zaloZzena na selektivni
amplifikaci celkové genomové DNA. Zakladem tétohiky, rekdy také ozn&ované jako
.fragmentova analyza“, je rozfteni komplexni genomové DNA &wa restriknimi
endonukleazami, z nichz jedna rozpoznava delSvé&ilmisto a druha kratSi. V dalSim
kroku se k obma takto ziskanych fragmeénpiipoji dva izné adaptéry, kratké useky
DNA, které se na jednom konci paruji s jetki&zcovymi Useky DNA vzniklymi $penim
jednou nebo druhou endonukledzou a z&towksahuji kazdy svou vlastni specifickou
sekvenci nukleotit, kterd bude naslednslouzit k gisednuti PCR- primér V dalSim
kroku se pomoci dvojice specifickych primeamplifikuji vSechny fragmenty DNA, které

jsou na koncich opi&ny touto dvojici adaptér PCR- primery jsou navrZzeny tak, ze se
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mohou pérovat s nukleotidy adayitéa zarové na svém konciigsahuji o jeden nukleotid
délku adaptéru, takze se mohou parovat s jednimd meoZnych nukleotil fragmentu
studované DNA. Diky tomutoipsahu se neamplifikuji vSechny fragmenty, ale pdyze
které maji na obou koncich spravné nukleotidy. Afikple se tedy v piméru kazdy 16.
fragment. V dalSim kroku se tento postupggétinou opakuje, ale PCR- primery zasahuji
o dva nukleotidy hlougi do nitra amplifikovanych fragmeaita primer, ktery doseda na
adaptér je fluorescéné znaen. Diky tomu se ampifikuje kazdy 256. fragmentraxan
budou fluorescatné znaeny pouze ty fragmenty, které jsou alaspwm jednom konci
ohranteny cilovym mistem pro vzagin Stépici endonukledzu. Nasletinprovedeme
elektroforézu v polyakrylamidovém gelu. Diky flusoerné znaenému primeru riteme
velikost jednotlivych fragment zjistit pomoci kapilarni elektroforézy v automagm
sekvenatoru (Flegr, 2005).

Princip je zaloZen na selektivni amplifikaci réstnich fragment celého genomu.
Postup se sklada z# zakladnich krok: 1. rozS¢peni genomické DNA na fragmenty, na
né¢z se naliguji adaptory, 2. selektivni amplifikacaginent pomoci specialnich primiera
3. elektroforéza produkta p@itacova analyza (Vos et al., 1995).

Pouzitim AFLP je tedy mozno vizualizovat sadutrik&nich fragment pomoci
PCR bez znalosti jejich nukleotidové sekvence. Rolfismus je zaloZzen na ztéahebo

ziskani restriénich mist a je analogicky s polymorfismem RFLP (&haaet al., 2005).
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Obrézek ¢. 3 Princip AFLP

(a) AFLP template preparation

Msel adaptor

Whole genomic DNA CI
G- T
| T 80 50 B |
Restriction enzymes EcoRl adaptor
+ (Msel and EcoRl) + T S B
and AATT B
DNA ligase C
I
() Restriction and ligation
Msel cut EcoR| cut
o T 1 1111 PP 1101 1T 1T 11 I 1T T 1T 1T T 1
T T A A G AATTSC
AAT T CTTAA G
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Msel adaptor EcoRl adaptor
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G T A A G ANTT G
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(c) Selective amplification (one of many primer combinations shown)
Msel primer 1
I = [ aF & @ & & F ok i
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[ T M FEO I N 0 (N (O (O

EcoRl primer 1

2.7.2 Vyhody a nevyhody metody AFLP a jeji vyuZiti
Vyhodou AFLP je porérné maly paet primerovych pdr, které jsou pdeba k

vizualizaci velkého p&iu lokudi, bez pozadavku na znalost sekvence. DalSimi vyhbda

jsou vysoky stupe polymorfismu, vysoka spolehlivost a reprodukovamst vysledi a
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moznost pouziti suSeného rostlinného materialu. yNedami AFLP niZe byt cena a
¢asova narénost, optimalizaceipvybéru enzyni a primefi nebo mira podobnosti. Jistym
problémem je dominantni charakter AFLP mailkelcoZz neumoiuje rozpoznani
heterozygal. Moznost pouZziti suSeného materialu, velké mnadzsdetekovanych lokus
bez gedchozi znalosti sekvengini tuto metodu idealni n&ppro rozsahlé populai studie.

Tato metoda se vyuzivA ke Zp&ani vnitro- a mezipoputai variability a
diverzity, diky vysoké variabikt a spolehlivosti metody k analyze rodoWstvi, ve
fylogenezi je tato metoda vhodna pro studium wvttatezi druhy v rdmci rodu afipstudiu
evoluce polyploid. Metoda se da vyuzit prakticky u vSech orgarfiismsoucich vlastni
DNA zahrnujici nafiklad bakterie, houby, Ziwichy (hlistice, ¢clenovce, obratlovce) a
v neposlednfac rostliny. DalSi vyhodou této metody je velice rikcbostupnost ziskanych
dat udavana velkym gtem polymorfisni na jednu PCR reakci. Vyhodné pouZiti této
metody je moznost kombinace 2 odliSnych primeprotoZze alespo néktery z AFLP
markefi se niize nachazet ve variabilni oblasti (Mueller a Wdlferger, 1999).

Mezi dostupnymi molekularnimi DNA technikami je toéa AFLP vykonnou
technikou k identifikaci odid (Powell et al., 1996). AFLP byla Gsp aplikovana pro
intraspecifickou analyzu genetické diverzity¢ajovniku (Paul et al., 1997), slufmce
(Hongtrakul et al.,, 1997) a pSenice (Barret a Killw&998) a pro vazbu genetického
mapovani u ryze (Maheswaran et al., 1997).

Metoda AFLP ma &kolik modifikaci, jako piklad lze uvést metodu S-SAP
(Sequence-Specific Amplified Polymorphism). Tatotoda se vyuZziva pro detekci rozdil
vinzertnim mist retrotranspozain S-SAP metoda zpravidla vykazuje menSicgio

fragmenti, ale vysSi stupepolymorfismu v porovnani s AFLP (Waugh et al., 7p9
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3. Material a metody

3.1 Materiél

Pro tuto diplomovou praci byly pouzity souborgeskych a
geskoslovenskych ofld a soubor #meckych odid. Cisla v zavorce za kazdou
odridou zn&i poradi vzorki uvadné u obrazk, ¢i ve vysledcich.

Ceské ateskoslovenské otldy: Trebiska (1), Perovska (2), Slapska (3),
Ceska Krajova (4), Val®vska (5), Slovenska Krajova (6), Mira (7), Soli@,
Silesia (9), Sonata (10), Aglona (11), Omikron (18)apska Stela (13), Odila
(14), Oponent (15), Opus (16)

Némecké odiidy: Rechbergr Wintergraps (17), Olquel (18), WRG19),
Falkon (20), Zorro (21), Rasmus (22), Orkan (23ptR24), Ramiro (25), Smart

(26), Trend (27), Digger (28), Siska (29), Winng@), Petra (31), Senator (32)

Osivo odfid bylo ziskano z VUOL Opava aiwod odid pak byl ziskan
z databaze EVIGEZ a od p. Ing. Zehnalka z UKZUZdé@nad Svitavou

deské odady:

Trebicska nejsou dostupné udajeivpdu, registrace 1941
Prerovska nejsou dostupné Udajeiwquiu,
Slapska nejsou dostupné Udajeilvqulu, registrace 1946

Ceska krajova (jarni) nejsou dostupné udajéwwogdu, registrace 1949

Valecovska (jarni) nejsou dostupné Udajetoquiu

Slovenska krajova nejsou dostupné udajévmgdu

Mira kiizeni (Dipee(Oerlikon) x Weilbulls 541) x Vuindeakgistrace 1978,

Solida Kizeni:1129/75, 3981, BNW17(NDR), KM2 - nahled. ¥gb
registrace 1986

Silesia kanad.jafep. s min. obsahem kys.erukové (x Kll.) x CB, ragise
1983

Sonata kombinani kiizeni (Bronowski x Zero) x K 2040 , registrace 1990
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Aglona (Okega x Ledos) x Solux, Opakovany &rylegistrace 1993

Omikron n.Sl. OKE-2 (KZeni kanadské jarriepky bezerukové s n.5L.K II. a
CB, opakovany individualni vyip

Slapskéa Stela Jet Neuf x PNG-14j€ni, registrace 1996

Odila (Darmor x R1) x Ceres, Opakovany dsjlregistrace 1997
Oponent (OP-855 x OP-934) x Lirajet, pytdertilni linie, registrace 2006
Opus OP 1412 x Aztec, pylévertilni linie, registrace 2007

némecké odizdy:

Rechbergrs winterraps nejsou dostupné udajerodu

Olquel nejsou dostupné Udajetiospdu

WRG 19 nejsou dostupné Udajetvqdu

Falcon Ledos x (Rapol x Hector) x Jet NeuffiZ€ni, registrace 1993

Zorro (Bienvenue x Chr. 1775) x (Darmor x NPZ 2/8Bedigree metoda,
registrace 1997

Rasmus cross 6 rod., zuzena populace, pedigtekce, registrace 2000

Orkan Inca x Darmor), Pedigree metoda, registi&&sS

Pilot PHP 43921 x Ni 18/92 (udaj v Zadosti PO), igezk, pyl. fert. Linie,
registrace 2001

Ramiro (89508 x RG 15) X (Valesca x St. 22/92), oWyl fertilni linie,
registrace 2002

Smart Apex x 88/18888 Hilleshdg, pedigree, zujm@ulace, registrace 2005

Trend(jarni) zUzend populace, IRIS x SPONSOR, pedigegistrace 2005

Digger material firmy KWS, zGZena populace, regist 2006

Siska Falcon x Apex, isolované udrz. a mnozZegisteace 2006

Winner PHP 92512 x Falkon, Double haploid, regist 2006

Petra Amor x St. 140.180, izolace, registrace 2007

Senator (jarni)  [(Drakkar x Niklas) x Korall], pegéee, zUZena populace, registrace
2005
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3.2 Metody

V této diplomové praci byly pouzity nasledujici ioay:

3.2.1 Izolace genomové DNA pomoci (Invisorb Spin &t Mini Kit — Invitek)

=

60 mg rostlinného materialu se zhomogenizugkutém dusiku

2. pidame se 400 pl lyzaiho pufru P a 20 pl proteinazy K, zvortexuje se a
necha se 30 min. inkubovat B5°C

3. lyzani roztok se fevede na kolonku, centrifuguje se 1 mifi.J2000 rpm

4. kfiltratu se pida 200 pul vazaciho pufru @akladre se zvortexuje

5. suspenze sggnese na kolonku a inkubuje se 1 miin.12000 rpm, filtrat
se slije

6. pida se 550 pl promyvaciho pufru | a centrifugujelsmin. @i 12000
rpm, filtrat se slije

7. p@ida se 550 pl promyvaciho pufru Il a centrifuguge Ismin. pi 12000
rpm, filtrat se slije, tento krok se opakuje 2xakonec se centrifuguje 2
min. @i 12000 rpm kyili odstrargni zbyvajiciho ethanolu

8. kolonky s navazanou DNA se daji do novych 1,5mkrocentrifug&nich

zkumavek (mikrozkumavek),iijda se 100 pl eliniho pufru D, ktery je

piedeltaty na 65°C, 3 min. se inkubuje, centrifuguje smif. pri 12000

rpm

3.2.2 Izolace DNA s pouzitim NukleoSpin (R) Plant [MN)

1. Rozdrti se 100 mg rostlinného materialu
Fida se 400 pl roztoku PL1 a 10 pul RNase A, inkulsgjd0 min. p 65°C

3. Hipravi se fialové kolonky, figpipetuje se do nich lyzat. Centrifuguje se 2 mia.
11 000 rpm

4. Filtrat se pevede do 1,5 ml mikrozkumavekiigh se 450 ul vazaciho pufru PC a
dukladre se promicha (nebo se Sseprati mikrozkumavka)

5. Snis se pevede na zelené kolonky. Centrifuguje se 1 minQ@rPm

1. Promyvani kolonky 400 pl PW1 1 miri p1 000 rpm

o
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7. 2. Promyvani 700 pl PW2 1 miri f1 000 rpm
8. 3. promyvani 200 pl PW2 2 min. na 11 000 rpm
9. Eluce - 50 ul PE z&ftého na 70°C. Centrifuguje se 1 mifi.Jil 000 rpm

3.2.3 1zolace DNA pomoci CTAB (Williams et al. 1992)

Tato metoda slouzi k extrakci¢tgiho mnozstvi posing cisté DNA pro wely

standardizace metod, proéaly AFLP analyzy.

Metoda je zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrifrahoniumbromid) vytvéet

komplex s nukleovymi kyselinami, ktery jéiwysoké koncentraci soli rozpustny (0,7M

NaCl), ale pi snizené koncentraci soli (0,45M NaCl) wyiv&razeninu (Murray a
Thompson, 1980). CTAB zarokgusobi jako detergemi ¢inidlo, které uvohuje DNA
z komplexu membran a protéinNa zéklad rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s

DNA je Ize oddlit a ziskat dostata¢ cistou rostlinnou DNA.

1.

Fipravi se roztok 2x CTAB a 1% merkaptoethanolujedn vzorek se @ita 500 ul
roztoku. Ripraveny roztok se da@dettat na 65 °C.
Rostlinna tk& se mize rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud se nepouzikatyedusik da
se do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek rostlinno@énitkcca 100 mg), ze které se ma
izolovat DNA. Pro lepsi drceni tk&ise gida sterilni kemkiity pisek.
Ke kazdému vzorku se&iga 500 ul pedeltatého pufru, tké se rozdrti a promicha
s pufrem. Necha se 45 min. inkubovét @b °C. BBhem inkubace se kazdych cca 15
min. lehce promicha.
Fida se 500 ul swsi fenol-chloroformu-IAA, necha se 10 min. pepavat.
Centrifuguje se 5 min. maximalni rychlosti 14 0péhrpi pokojove teplot.
Do novych 1,5 ml mikrozkumavek se odpipetuje néodaze. Rda se 500 pl sisi
chloroformu-lAA, 10 min. se prégépava. Centrifuguje se 5 min. maximalni rychlosti
14 000 rpm pi pokojoveé teplat.
Do novych 1,5 ml mikrozkumavek séepipetuje vodna faze.rida se 2/3 objemu
isopropanolu (fiblizn¢ 250 ul). Snis se 2—3x lehce promicha a ulozi se na 30 min. do
mrazaku (-20 °C). Centrifuguje se 5 mirti § °C maximalni rychlosti 14 000 rpm.
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DNA by se ngla zachytit na d& mikrozkumavky. Odstrani se supernatant. Pelet se
necha ususit.

7. Hida se 300 pl 1x TE a necha se 30—60 min. inkubava&{7 °C.

8. Hida se 20 ul 7,5 M octanu sodného a 600 pl ledoy2mrazaku) 100 % ethanolu.
2-3x lehce promichat. Vzorky se ulozi do mrazala® C) minimalg na 20 min.,
maximalré na 12 hodin (¥Si vy€Znost DNA).

9. Vzorky se vyndaji z mrazdku a 10 min. se camgtfi maximalni rychlosti 14 000
rom @i 4 °C. DNA by ngla vytvait viditelny pelet na d& mikrozkumavky. Odstrani
se supernatant (pipetujeme 2x). Necha séeadobusit.

10.RFida se 400 pl ledového 70 % ethanolu. 2 — 3x seelgiomicha. Centrifuguje se 2
min. maximalni rychlosti 14 000 rpnfigeplot 4 °C. OkamZzit se odstrani vSechen
supernatant. Vzorky se nechaji é®hisusit (cca 10 min.).

11.Podle mnozZstvi peletu (DNA) stiga 20—-200 ul 1x TE pufru nebo sterilni vody.

Pro dokonalé fecisteni se niize zopakovat postup od bodu 5.

Prida se 1 ul Rnazy-A a necha se 30 min. inkubov&@&A/&C.

3.2.4 1zolace metodou CTAB s PVP (modifikovanou pde Williamse a Rogerse)

1. Do 1,5 ml mikrozkumavek se navazi 100 &egstvého nebo zmrazeného rostlinného
materialu, pé&livé se rozdrti.

2. Fida se 50Q 2x PVP-CTAB + 1% merkaptoethanoliepeitatého na 65°C, s¥B se
45 min. inkubuje fi 65°C.

3. Centrifuguje se 10 min.fipl2 000 rpm. Supernatant séepese do novych 1,5 ml
mikrozkumavek a fida se 50Qul chloroformu s IAA (isoamylalkohol), sés se nechéa
10 min. promichéavat a nasleduje centrifugace 5 piirL.2 000 rpm.

4. Vodna faze seippituje do novych 1,5 ml mikrozkumavek &da se 1/5 celkového
objemu vodné faze 5% CTAB a 8snse promicha.

5. Fida se 500ul chloroformu s IAA a sms se nechad 10 min. promichat, nasleduje
centrifugace 5 min.ip12 000 rpm.

6. Vodna faze sefppituje do novych 1,5 ml mikrozkumavek &daji se 2/3 objemu

ledového izopropanolu a ssise lehce 2x-3x promichéglopenim mikrozkumavek.
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7. Sn¥s s izopropanolem se uloZi na 30 min. (az noc) dazaku (-20°C) {im delsi je
doba inkubaceip-20 °C, tim vySSi je v¢Znost DNA).

8. Centrifuguje se 5 min.ip12 000 rpm a 4°C. Pomoci pipety seclpes odstrani
supernatant.

9. Pelet DNA se necha rozpustit v 300 pl millippasly (nebo TE pufru) 30-60minip
37°C @i stalém michani.

10. Ridaji se 2 objemy 98% ledového ethanolugsmee 2x-3x promicha a ulozi se na 20
min. az noc do mrazaku (-20°C).

11. Centrifuguje se 10 mirfi@ 2000 rpm a 4°C. Supernatant se odstrani.

12. Kida se 1000 pl 70-80% ethanolu aésrse lehce promicha.

13. Centrifuguje se 2 minipl2000 rpm a 4°C. Odstrani se supernatant a peleecha
susit (max 3 hod.).

14. Kida se 50-150 pl sterilni @ (podle velikosti peletu). Nechat rozpaii3t0 min i
37°C. Roztok DNA se skladuj&ip20°C.

Pro dokonalé fcisténi mizeme zopakovat postup od bodu 5.

Pridame 1 pl Rnazy-A a nechdme 30 minut inkubova@%écC.

3.2.5 Méreni koncentrace DNA pomoci QubitT" Fluorometer

1. pipravi se mikrozkumavky — 2 mikrozkumavky pro stardy 1 mikrozkumavka pro
kazdy nas vzorek
2. smichaji se 2 slozky ZilpZeného kitu, pracovni roztok Quant-iT™ Working

™

Solution) a pufr Quant-i buffer) v poreru 1:200.

3. Hiprava standardu: 190 pracovniho roztoku Quant-iT™ Working Solution) a 10l
standardu.
Piiprava vzorku: 180-1981 pracovniho roztoku Quant-iT™ Working Solution) a 1-
20 ul DNA

4. vSe se 2-3 s vortexuje a 2 min. se inkubujekomvé teplo¢

iI'M

5. koncentrace sedf v Qubit™ Fluorometer

3.2.6 AFLP
Pro AFLP analyzu byla vybrana dvojice prira&coR| ACG a fluorescetné znaeny

primerMsel ACC.
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Restrikce genomické DNA a ligace adaptdi (restrik ¢né ligaéni krok):

Restrikce (50 pl celkovy objem):
40 pl vzorku DNA + 1x R/L pufr, 5 EcoRl, 5 U Msel

Na 1 vzorek: 4 ul H20O, 5 ul 10x R/L pufru, 0,258cbR1 =5 U, 0,5 uMsel =5 U
(10 pl restrikniho master mixu sefipla ke 40 pl templatu DNA, promicha se &stse
16 h @i 37°C).

Ligace (60 ul celkovy objem):
50 ul restrikni smesi + 1x R/L pufr, 5 pmoEcoRI 3’ adaptor, 5 pmoEcoRI 5" adaptor,
50 pmolMsel 3’ adaptor, 50 pmdMsel 5" adaptor, 1,2 pmol ATP, 1 U T4 DNA ligadza

Na 1 vzorek: 1 pl 10x RL pufru, 0,1 jHcoRI-3' adaptoru = 5 pmol, 0,1 |HcoRI-5'
adaptoru = 5 pmol, 0,2 Mse-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 Mse-5' adaptoru = 50 pmol,
1,2 pul 10mM ATP, 1 ul (1 U) T4 Ligase, 6,2 ul vody

(10 pl liga&gniho master mixu sefipla k 50 pl restri&ni snesi, promicha se a inkubuje se
3 h @i 37°C)

R/L smes se po ukoteni ligace ngedi 10x TO.1E pufrem (540 ul TO.1E pufru + 60 pl
R/L smesi)

Pre-selektivni amplifikace (+1/+1) PCR

Preselektivni amplifikace (50 ul celkovy objem):

5 pl vzorku (10x ngedény vzorek po R/L), 1x PCR pufr (10 mM KCI, 10 mMK,SO,
20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MgS§) 0,1% Triton X-100), 4 mM MgGJ 200 uM
dNTP’s, 75 ng=coRI-A primeru, 75 ngMsel-A primeru, 1 U Tag DNA polymerazy

Na 1 vzorek: 5 pl vzorku, 5 pl PCR pufru, 2 pl 5MmvgCl,, 1 pl 10 mM dNTP’s, 0,15
ul EcoRI-A primeru (500 ng/ul), 0,15 (Msel-A primeru (500 ng/ul), 0,2 ul Taq (5 U/),
36,5 ul vody

(45 ul PCR master mixu seigé k 5 pl vzorku)

Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR kee:
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» pocateeni denaturace 2 min 94°C

> 30 cyk:
denaturace 30s 94°C
annealing 30s 60°C
elongace 1 min 72°C

» kone&na elongace 9 min 72°C
» stop - 4°C

Po ukorteni preselektivni amplifikace se 40 pl ré&aksnesi 20 x naedi (860 pl TE +
40 pl templétu).

10 pl nengedného PCR produktu se pouzije na elektroforézu (Ce@@rozovy gel v 1x
TBE pufru), pro o¥ieni R/L a Pre-Amp kroku —ffomnost fragmeirito velikosti 50-500

bazi.

Selektivni amplifikace (+3/+3) PCR - SRFA

Selektivni amplifikace (10 ul celkovy objem):

2,5 pl vzorku (20x nadny vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr (10 mM KCI, 10Mm
(NH4)2SO4, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MgS§€ 0,1% Triton X-100), 1,5 mM
MgCl,, 200 uM dNTP’s, 5 ng EcoRI-ANN-FAM primeru (flu@eeriné znaen), 30 ng
Msel-ANN primeru, 0,5 U Tag DNA polymerazy

Na 1 vzorek: 2,5 ul vzorku, 1 pl PCR pufru, 0,210l mM dNTP’s, 0,087 pl EcoRI-
ANN-FAM primeru (10000 pmol), 0,095 ul Msel-ANN preru (316 ng/ul), 0,1 ul Taq
(5 U/ul), 6,018 ul vody

(7,5 ul PCR master mixu séigé k 2,5 pl vzorku)

Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce

» pocateeni denaturace 2 min 94°C

> 10 cykKia:
denaturace 30s 94°C
annealing 30s 65°C touchdown (-1°C/cyklus)
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elongace 1 min 72°C

> 25 cykKi:
denaturace 30s 94°C
annealing 30s 56°C
elongace 1 min 72°C

» konena elongace 15 min 72°C
» stop - 4°C

Piiprava vzorka pro fragmentaéni analyzu

0,5ul vzorku po selektivni amplifikaci, 0,2d standardu, 10,2pl formamidu
Separace fragmehtprobihala na genetickém analyzatoru ABI 3130 Agapli

Biosystems).

3.2.7 Riprava agard6zového gelu

1,5%
objem agardza 5x TBE voda ethidium bromid
50 ml 0,759 10 ml 40 ml 1,5l
100 ml 159 20 mi 8Oml 2ul
200 ml 3,049 40 ml 160 ml  4pu
1,0 %
objem agardza 5x TBE voda ethidium bromid
50 mi 0,509 10 ml 40ml 1,5l
100 ml 109 20 ml 80ml 2ul
200 ml 20g 40 ml 160ml  4p
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rozvait v mikrovinné trouls, nesmi byt vidt vlakna
pripravit vanu a febeny

zchladit (cca 60°C)

pridat EtBr

4 8§ 4 40 3

nalit a odstranit bubliny

Elektroforéza probiha podle peby, obvykle 2 hodipnapsti 90 V.

Priprava pufru 5 TBE (1 1)
Tris 54 g

k. borita 27,5 g

0,5 M EDTA (pH=8,0) 20 ml
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4. Vysledky

Pro izolaci DNA je zejménatteZity vyber metodiky postupu izolace. Na obrazkud je
ukazka PCR reakce u deseti wditepky pro porovnani nejvhodsi metody izolace. Pro
metodu AFLP je pdeba, aby izolovana DNA byla vysoké kvalityéastoty. Proto byla
zvolena metoda izolace CTAB s PVP (modifikovanodlpdVilliamse a Rogerse), ktera je
sice ¢caso¥ nejnar@néjSi, ale pro dalSi aplikace nejvhagii. Podobnych vysledk bylo
dosazeno komeénim kitem od firmy Invitek, ale pro metodu AFLP rérolace komemimi
kity vhodna kwili vysokym narokm nacistotu DNA. Nejhorsi vysledky byly zaznamenany

pii izolaci kitem od firmy Macherey — Nagel.

Obr. ¢. 4 Ukadzka PCR reakce pro porovnani nejvigginmetody izolace pro
nasledujici AFLP analyzu

M=100bp Ladder; A= 5972/1; B=5976/1; C=5977/1; B8Y7/2; E= 5978/1;
F= 6008/1; G= 6009/1; H= 6009/2; CH= 6010/1; I= 6@2L

Koncentrace DNA se nasletimgtila u &yt nahodw vybranych vzork pomoci QubitT™
Fluorometru, kterym se zjistilo, Ze vzorky vykazdgstaténou koncentraci DNA pétbnou
pro analyzu AFLP. Hodnoty koncentrace se pohybokalgm 20 pl/ml.
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Z izolované DNA byla provedena AFLP analyza slouZicrozliSeni podobnosti
ceskoslovenskych¢eskych a #meckych odiid fepky. Kontrola sprawh provedené prvni
casti AFLP se provatha tak, Ze se 10 pl kazdého vzorku po preselekawmplifikaci pustilo
na 0,8% agarosovem geluii pnapiti 90V. Po elektroforetické separaci se velikost
amplifikovanych fragmeiitna gelu pohybovala v rozmezi 50-500 (600) kb.

Dale se vzorky z preselektivni amplifikace 20xathly TE pufrem. Do reakce se tedy
pouzilo 2,5 pl z naedené preselektivni amplifikace. Pokevalo se selektivni amplifikaci za
pouziti dvojice primetr EcoRl AGC aMsel ACC. PrimerMsel byl fluorescekn¢é znaen. Po
selektivni amplifikaci se vzorkyipravily pro fragment&ni analyzu, ktera byla provedena
pomoci pistroje Applied Biosystems 3130. Data ze sekvenatktera byla analyzovana se
pro jednodussSi vyhodnoceni importovala do freevpaogramu Genographer. Tento program
slouzi k gevedeni vysledk z fragmentani analyzy do podoby klasickych (vystupruhi) z
gelové elektroforézy (obk. 5).

Obrazek ¢. 5 Zdrojovy obrazek z fragmentani analyzy po Upraw programem
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Z tohoto zdrojového obrazku byla molekularni dataskdrovana pomoci programu
UltraQuant 6.0. Naskdérovana byla pouze data sgmilsignalem (markerem). Pruhy o slabé
intenzié byly z datové matice odstramy. Nasleda byla sestavena binarni matice
piitomnosti/nepitomnosti pruli v dané zé&é a provedeno statistické hodnoceni. Analyza
téchto dat byla provedena specializovanym softwarenrdSM (MultiVariate Statistical
Package) slouzici pro vypet koeficient genetické podobnosti, koefici@ntgenetické
identity, vypa@et genetické vzdalenosti, shlukova a koordmanalyza. Na obrazkt 6 je
znazorgn graf, ktery wuje miru variability u odid, které byly pouzity v této praci. Jestlize
se tvdi shluky neboli kompaktni klastr, da siei, Zze v ramci této skupiny jsou si dady
navzajem podobné. Qidly jsou dobe rozliSitelné podle jvodu Slechtni. (seznam odd a

jejich pavod uveden v kapitole 3).

Obrazek¢. 6

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Z obrazkuwislo 6 neni pehledré zndzorgno, jaké je podobnost mezi adami, proto byl
vytvoren dalSi obrazek. 7, ktery vychézi z korigované matice. Podle dmsfeh dat o
puvodu a registraci odd pouzitych v této praci, byly zamn¢ vypuSeny ty odiidy, u
kterych neni znam jejichipod a ty, které séadi mezi jarni odidy. Byly vynechany vzorky
¢islo 1, 2, 3, 4,5, 6,17, 18, 19 o neznaménopu a dale odidy s jarnim charakteregtislo
4,5, 27, 32. Vzorekislo 14, odiida Odila, byla na zaklgadostupnych informaci otpodu
piidélena ke skupitinémeckych odid (pochazi z #zeni meckych genovych zdnj.

Obrazek ¢.7

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Podle obrazkdislo 7 je ¥ejmé, Ze po analyze dat z korigované matice prognafdVSP
jsou na grafu date viditelné 2 klastry (shluky), které nazérrozcluji skupinu odéid na
odrady majici givod vceskych resp. dmeckych genovych zdrojich. Rozdily v podobnosti
meziceskymi a 8meckymi odéidami neni tak velky, protoZe se jedna o velmi ldizkblast

péstovani a Slechhi. VyrazrgjSich rozditi by bylo dosazeno ip analyzach odrd
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pochazejicich ze vzdalenych mist jako by bylo itkdgd porovnani odid z Japonska

s ¢eskymi odfidami.

Obrézek ¢. 8 Shlukova analyza UPGMA (unweighted pair group metivith arithmetic

averages) vSech analyzovanychuodr
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Cisla 1-32 znazdwiji odridy, &isla na ose x vyjadiji koeficient podobnosti

Pomoci shlukové analyzy byl vytken kladogram, ktery udava podobnost jednotlivych
odnid. Kladogram mzeme rozdiit na dw hlavni Wtve, které se daléleni na dalsi podle
koeficientu podobnosti. Jedn&tev nam odliSila d& odridy, které se diametranlisi od
zbyvajici skupiny odrd. Vzhledem k délce obowtvi se i resto déafici, Ze jsou odidy

navzajem podobné.
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Odrady 1-3 jsou registrované v 50. letech minuléhoettod neni zndm jejichi@sny
puvod. Staré krajové otldy typu populace s vysokym stupn cizospraSeni, pochazejici
priblizné ze stejného Uzemi, visledku¢ehoz maji Sirokou genetickou zakladnu, ktera sk jev
jako spoléna. Odfida ¢. 4 Ceska krajova méa také neznamyvpd, ale diky svému jarnimu
charakteru se od skupiny @adr1, 2 a 3 odliSuje a netkiospolé&né s nimi klastr. Slovenska
krajova s¢eskoslovenskymwvodem a dalSi oddy s nezndmym qwvodem se od liniovych
odrid svou podobnosti liSi. Liniové adty vznikaji samosprasenim nebo inbreedingem za
postupného ustaleni linie, proto jsou odtadkrajovych vzdalené.

Z r¢meckych odiid se od ostatnich lisi aidty Rechbergrs Winterraps (17) a WRG 19
(19). U odifid Rechbergrs Winterraps a WRG 19 je udavérod rimecky, ale nepoddo se
zZjistit jejich presny rodokmen, z toho se da soudit, Ze mohly¢edgkého pedka, proto tak
velka podobnost &skymi odtidami. Odfidy Trend (27) a Senator (32) fiatice mezi jarni
odnidy fepky, ale nijak se od ostatnicknmeckych odiid nelisi.

Z obrazku¢. 6 je 2ejmé, Ze odidy ¢. 14, 30, 32 budou mit nejspiSe sgakho pedka.
Vyjimku zde tvdi ¢eska odida Odila (14), ktera méa sicénymd vCR, ale vySlechina byla
z émecké odidy Ceres a francouzské Darmor. Podleského informéniho systému
EVIGEZ (Evidence genetickych zdtojrostlin) je Slechtitelem oddy Odila (14)
Norddeutsche Pflanzenzucht Hans-Georg Lembke aetegii cesky podnik OSEVA PRO

s.r.o.. Odidy ¢. 30 a 32 maji fvod remecky, ale nenifesrEji specifikovano.
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5. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo pomoci metody AFLP poatv pivod ceskych,
¢eskoslovenskych ameckych odid repky.

Metoda AFLP se v poslednich letech jevi jako veldedny nastroj pouzivany jak
v klasickém Sleckni, tak i v pracich studujici bakterialni taxonorftiuys et al. 1996,
Janssen et al. 1996), a také pro identifikaci houyblo izolati (Mueller et al. 1996).
Zaznamenano bylo i pouziti AFLP k analyze t@dmiznych druli jako jsou nafiklad
obilniny, brambory, slunmice, brukvovité, fazole éocka (Cooke a Reeves, 1998; Law et al.,
1998; Lombard et al., 2000; Sobotka et al., 200&Je byla AFLP usgsre aplikovana pro
intraspecifickou analyzu genetické diverzity ¢ajovniku (Paul et al., 1997), sluimce
(Hongtrakul et al., 1997) a pSenice (Barret a Kidlw&998) a pro vazbu genetického
mapovani u ryze (Maheswaran et al., 1997).

V této préaci byla pi provadni metody AFLP pouzita pouze jedna kombinace prinaeio
EcoRl AGC a Msel ACC a testovano bylo 16eskych aceskoslovenskych otd a 16
némeckych odiid. Mezi odfidami se nachazely jak typy jarni tak i ozimé, co#tob
zohledréno v konéné fazi vypracovani vysledka jejich nasledné uUprav Po celkové
analyze a zpracovani dat seitd, Ze oditidy mezi sebou vykazuji vysokou podobnost. Podle
Lombard et al. (2000) je metoda AFLP velice obsiojnidentifikaci odiid a analyze
genetické diverzity uepky. V jejich praci bylo porovnavano 83 édrjarnich a ozimych
odrad repky se sedmnacti kombinacemi AFLP pritnérSechny z 83 odd byly odliSeny jen
dvémi primerovymi kombinacemi. Pomocéchto dvou primerovych kombinaci odliSily
odnady Eurol a Idol, zatimco Lee et al. (1996) podlezrlRFLP markeru neuvadi mezntito
dvéma odfidami Zadné vyraz§si rozdily. Sobotka et al. (2004) uvéadi, Zeyyuzivani AFLP
u fepky, vykazuje tato metoda vyssi stagmlymorfismu a schopnosti rozliSeni nez metody
RAPD a SSR. Pomoci AFLP techniky se p@dadetekovat nejen transgenni rostlifrapky,
ale i pibuzné plané rostliny (Warwick et al. (2003). ZatamHansen et al. (2001, 2003)
pouzili tuto metodu k detekci hybfidmezi Brassica napus a jejich gibuzenskymi vztahy.
Oproti tomu Hu et al. (2006) hodnotili genetickouvedzitu u rodu Brassica napus
pochézejicich z Evropy &iny podle deviti dlezitych agronomickych vlastnosti. Mezi
agronomickeé vlastnosti byly F@zeny vysSka rostlin, get wWtvi pii primarnim &tveni, poloha
prvni primarni ¥tve, mezni délka Kitenstvi, pdet SeSuli na kitenstvi, pdet SeSuli na
rostlinu, p&et semen v SeSuli, HTS, vynos semen na rostlinichJeysledky na zaklas
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téchto vybranych agronomickych vlastnosti byly shodméostupnymi informacemi o
rodokmenu a geografickéniipodu posuzovanych o, stejié jako jejich gedeslé vysledky
z RAPD analyzy. Naproti tomu jejich z&ecné vysledky se neshoduji se zZjisgmi poznatky
RFLP analyzy, kterou pouZili Song a Osborn (19%grs a Osborn (1994) a Lee et al.
(1996). Déle se jejich z&wy neshodovaly ani s AFLP fingerprintingem, ktery své praci
uverejnil vroce 2000 Lombard et al.. Hodnoceni getkeéticiverzity uB. napus podle
agronomickych vlastnosti podle Hu et al. (2006)daée takeé liSi od vysledkisozymové
analyzy poskytnutych od Zhao a Becker (1998mTse podaélo rozcklit znatné mnozstvi
ozimych a jarnich odd fepky do odliSnych skupin a nazilg Ze genetické pozadéthto
odrid druhuB. napus je rozdilné. Pomoci isozymovych mankdaké dokazali, Ze oddy
pochazejici £iny a Evropy nalezi do odlisnych genovych skupin.

Isozymové analyzy se &alo vyuZzivat v 80. letech minulého stoleti jako keai pro
charakterizaci odid riznych plodin, zahrnujicich fiepku Curn a Séakovéa, 1997; Gupta a
Robbelen, 1986; Mindges et al., 1990). Dale bylazitp isozyni jako biochemickych
genetickych markérpro popis a hodnoceni ddf roduBrassica (Arus et al., 1985; Miindges
et al., 1990).

DalSi metodou, se kterou byla AFLP markerovaci oheteorovnavana, byla molekularni
data ziskana ze sekvenci transkribovanych spalde® (Internal transcribed spacers) v praci
Marhold et al., 2004. Prace byla konkkétraneiena na porovnani ITS a AFLP analyzy
diploidnich taxoi fefiSnic zc¢eledi brukvovitych z Gzceifbuznych polyploidnich kompleix
Analyzy ITS i AFLP poskytly térr shodné vysledky v posuzovanych vztazich. Oba péuZi
molekularni markery ukazaly vysokou podobnost wiggani taxofi do dvou hlavnich
klasti. Pomoci ITS analyzy, coZ jsou Useky specifické miadou ribozomalni podjednotku,
Ize odliSit pouze mensi taxony v porovnani s AFktera je sice nespecifickd a neni tudiz
bezpodminéné nutné znat sekvence DNA organismu,iaspo I1ze pomoci amplifikovanych
fragment: odliSit i vzdalesjsi druhy.

Hale a Farnham (2005) porovnavali mezi selfonizné markery: SRAP, AFLP a SSR
pro detekci genetickych rozdilv inbrednich liniich u brokoliceBfassica oleracea var.
Botrytisitalica). Z jejich za¢ra vychazi, ze AFLP dokaze zachytit vice polymorfnictst a
je tedy mnohem vhodisi pro odliSeni posuzovanych vzérk presto, Zze metoda AFLP je
daleko pomalejsi, pragii a finagné narangsSi. AFLP vtéto praci poskytla 20
polymorfnich marker na jednu primerovou kombinaci oproti SSR markekde je

polymorfismus zachycen u dvou mankera primer a u SRAP je to 14 markera primer.
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Z nalezenych informaci vychazi metoda AFLP jako spelehlijsi, poskytujici
nejpodrob#jsi informace, dovede rozliSit organismy riamé taxonomické drovni, ma vsak i
své nevyhody &i jsou pracnost, velk&asova a zejména finami nar@nost, vyzaduje lepsi
vybavenost molekularnich laborét@a pro vyhodnoceni vysletke zapotebi automatického

sekvenéatoru.

6. Zawr

V této préaci bylo zji&ino, Ze je nutné hodnotit skdtgy pivod odfidy z pohledu
Slechtitelskych komponent, tedy podiegného rodokmenu a ne z pohledu vlastnikadydr
Tak tomu bylo nafiklad u odfidy Odila, ktera sé¢adi meziceské odiidy a vlastnikem a
udrZovatelem je VUO Opava. Nicmgpro KiZeni této odidy byla pouZzita émecka odida
Ceres a francouzska ddia Darmor.

Rozdily mezi studovanymi otllami sice existuji, ale nejsou vyrazné a poukatjea
vysokou gibuznost a zuzeni genetické z&kladny genovych &dkbgré jsou pouzivany ke
kiizeni ve gedni Evrog.

Pomoci molekularnich markerize skupinuceskych, ceskoslovenskych aémeckych
odrad majicich fivod v genovych zdrojich z oblastiéhecka aCeské republiky odlisit, i
piesto Ze dochazi dastému kizeni odéd mezi sebou. Metodou AFLP tedy Ize zachytit i
velmi nepatrné rozdily mezi otgbfami v jejich genetické zakladnDale se potvrdilo, Ze
vyuziti techniky AFLP ve Slechni fepky se osddcuje a dostava se ji staletsi a \&tSi
pozornosti. Pro dalSi vyzkum a podporu této méipdly bylo zajimavé porovnani daleko
rozsahlejSiho souboru adt, pochazejicich Zienych oblasti gstovani ve sité, jako
napiklad japonské¢inské, indické, australské, americké, kanadskeérevropske oddy.

Timto zpisobem by se jistdosahlo mnohem vyraggich rozditi mezi sledovanymi soubory.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AFLP

AG
AP-PCR
bp
cDNA
CMS
CTAB
DNA

ds DNA
EDTA
Elfo
Etbr
EVIGEZ
GSL
IAA

ITS

Kb

KE

MSL
MVSP
PAGE
PCO
PCR
PCR-RFLP

PVP
RAPD

rDNA

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmén{Amplified Fragment
Lenght_®lymorphism)

agarozovy gel

Arbitralily Primed PCR = jiny nadzev pro RAPD

pary bazi, base pairs

copy DNA

cytoplasmaticka forma s&nsterility, (Cytoplasmatic Male Sterility)
cetyltrimetylamoniumbromid

kyselina deoxyribonukleova

dubble stranded DNA, dvouvlaknova kys. deoxgribkleova

kyselina ethyléndiamintetraoctova

elektroforéza

ethidium bromid

Evidence genetickych zdtojostlin

glukosinolaty
isoamylalkohol

Internal Transcribed Spacers

kilobaze

kyselina erukova

Male Sterility Lembke

MultiVariate Statistical Package

polyakrylamidovy gel

Principle Coordinate Analysis

polymerazovéetzova reakce (Polymerase Chain Reaction)
polymorfizmus délky restékich fragment u produkét PCR = CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

polyvinyl pyrrolidon

polymorfismus nahodn amplifikované DNA (Randomly Amplified
Polymorphic DNA )
ribozomalni DNA
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RFLP

RT PCR

3G
SRAP
S-SAP
ssDNA
SSR

Taq
tDNA
TE

TBE
Tris
UPGMA
VNTR

polymorfismus délky restikich fragment (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

reverse transcription PCR =¢rga (reverzni) transkrémi polymerazova
reakce

S-locus glycoprotein

Sequence-related Amplified Polymorphism

Sequence-Specific Amplified Polymorphism
single stranded DNA, jednoviaknova DNA

mikrosatelity- tandemova opakovani kratkych iwiot(Simple Sequence
Repeats = Short Tandem Repeats)

termofilni polymeraza izolovana z baktérer mophylus aquaticus

transferova DNA

10 mM Tris-HCI, pH =7,5; 0,1 mM EDTA

snés 0,089 M Tris Base, 0,089 M kys. Borita, 0,002 BEDTA
N-tris(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethansuibva kyselina

Unweighted Pair Group Method with Arithmefgerages

Variable Number Tandem Repeats — variabilita vtpotandemovych

opakovani
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