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1. UVOD

Repka olejka pat k vyznamnym plodinam gstovanym Ceské republice. Pro
podporu Sleckni této plodiny vzniklo v roce 1997 sdruzenéskarepka, které seskupuje
vyzkumné organizace s cilem podipoSlech€ni domacich odid fepky zaloZzenych na
nejnowjSich poznatcich &dy a vyzkumu. Vyuziti biotechnologickych metod jeegevsim
zameteno na vyvoj markér pro vybrané specifické znaky. Markérovanim genumooly
fertility u systému CMS Ogu-INRA bylo prokazano, ggektra sterilnich a fertilich linii jsou
velmi dolie rozliSitelna.Vyvojem molekularnich markepro selekci Al rostlin a genotyip
rezistentnich k houbové chorolPhoma lingam se zabyva pracoviStZemedélské fakulty
Jihateské univerzity. B tvorb¢ hybridnich odiid se vyuZivd genetického mechanismu
autosterility, jako jsou pylova saiinsterilita (CMS) a autoinkompatibilitafiRvorbé odrid je
dulezitd genova variabilita, kterou je mozné posouaiimoci molekularnich markier
K posouzeni této variability jsou vhodné dostatepolymorfni molekularni markery nebo Ize
vyuzit polymorfismu wfitého genu. V této praci byl vyuzit polymorfismusny SLG, ktery
se (astni autoinkompatibilni reakcei ppyleni vlastnim pylem. Posuzovany byly nejenom
linie fepky a odiidy, ale také jiné druhy rodBrassica a dokonce iRaphanus satuvu.
Variabilita mezi jednotlivymi odrdami a druhy byla posuzovana sgokes variabilitou dvou
tiid gemi SLG, SLG téidy I. a Il. Cilem této prace bylo posouzeni vatigbu repky
s ohledem na polymorfismus gerfiLG a hledani rozdilu mezi autoinkompatibilnimi a

autokompatibilnimi typy rostlin.



2. LITERARNI P REHLED

2.1. Aplikace molekularnich markeni u rodu Brassica

2.1.1. Mapovani genomu pomoci molekularnich markeir

Genetické vazebné mapy jsou zakladnim nastrojenvyroj molekularnich markér
které jsou spojeny siteZitymi agronomickymi znaky uWBrassica napus. Podrobné mapy
mohou byt vytvéeny pomoci iznych molekularnich markir které jsou spotag
posuzovany. Mnohonasobrsegregujici populace umi@gi mapovani velkého mnozstvi
lokusu tak, Ze poskytuji &8i mnozstvi potenciatn vyuzitelnych marker na fiznych
genetickych pozadich (Piquemal et al, 200%tSWwa hustych vazebnych map zaloZenych na
RFLP byla vytvéena proBrassica napus (Landry et al. 1991; Ferreira et al. 1994; Uzunewa
al. 1995). Za &kolik let bylo vyvinuto a aplikovano u rostlin,éetré Brassica napus,
mnoZstvi novych markér zalozenych na PCR technologii jako je RAPD, AFLP a
mikrosatelity. SSR markery jsowtginou odvozeny Brassica rapa, B.nigra, B. oleracea a
Arabidopsis thaliana.

DalSim zmisobem identifikace markiispojenych stiiznymi znaky, odhalovanim gén
nebo QTL je komparativni mapovani zéelem vytvdeni consensus genetickych matker
tzn. takovych markér které funguji u blizcetfbuznych druf. Dolie prostudovana rostlinna
fyziologie a znamé genetické pozadli thaliana je pilezitost pro lepSi pochopeni rodu
Brassiceae, jeZz je ve stejné&eledi. Rimym sekvenovanim PCR produktkteré byly
amplifikovany pomoci degenerovanych priinebyly ziskany sekvence Sesti loku#\.
thaliana (Brunel et al. 1999). Komparativni mapovani driBrassica bylo provedeno B.
oleracea zB. rapa a B. napus (Teutonico and Osborn 1994), B oleracea sB. napus
(Cheung et al. 1997), a u syntetidkénapus, B. oleracea aB.rapa. (Lyndiate et al. 1993).

Analyza segregujicicB. napus pomoci molekularnich markieukazuje na homologni
vymény jako je, homologni nereciproka translokace (Béat al. 1995, Parkin et al. 1995)
nebo homologni reciproka transpozice (Osborn et2803). Chromozomalni ipstavby
zpasobené homolognimi rekombinacemi se zdaji bgt mapus hojreé rozSfené. Pedpoklada
se, Ze existuje vliv chromozomalniegtavby na alelickou nebo fenotypovou diverzituglld
et al. 2005).

U B. napus bylo publikovano mnoho genetickych map zalozengahednoduchych
populacich (Landry et al. 1991; Ferreira et al.4t9arkin et al. 1995; Sharp et al. 1995;
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Uzunova et al. 1995; Foisset et al. 1996; Cheurg).€t1997). Genetické mapy zaloZené na
mnohdaetnych populacich byly vyt¥eny tak, aby pokryly cely genoifepky. Parkin and
Lydiate (1997) vytvéili integrovanou mapu pomoci dvou populaciesi riznymi rodti.
Lombard and Delourme (2001) pouZiti populace ke zkonstruovani mapy pomoci RFLP,
AFLP nebo RAPD markér Také Udall et al. (2005) sestavil RFLP mapyié nezavislych
mapovacich populaci. Genetické mapy js@tsimou pouzivany k lokalizovani genQTL
spojenych stznymi agronomickymi znaky, také transgeny (Barangemll. 1997) anebo
mezidruhovych introgresi (Barret et al. 1998a; Detwe et al. 1998).

2.1.2. Kandidatni geny

Amplifikované genové consensus markery (Amplifiedn€ensus Gene Marker
ACGM) jsou vyvijeny sekvenovanim homolognich @yenriznych drulii, ale v ramci stejné
celedi, a detekci polymorfismu uvhigenu. Neustalé nové poznatky o rostlinné fyziolagi
genetickém podkladu z projéktsA. thaliana piinaseji nové moznosti aplikac&chto
poznatki u roduBrassica, ktery pati do stejn&eledi Brassicaceae). Byly vytvorené ACGM
markery, které amplifikuji sekvence dgemz A. thaliana a B. napus (Brunel et al. 1999,
Fourmann et al. 2002). Zae&lem nalezenifislusnéeho kandidatniho genu byly také pouzity
EST markery (Expessed Sequence Tag). ESTs A. miaalmhomologii ke klonovanym

rostlinnym gefim byly pouzity pro hledani gémrezistence k chorobam.

2.1.3. Aplikace molekularnich markefa pii zjiStovani hybridnosti

Hybridni odidy fepky jsou Usgsné pouzivany v zegdélské praxi pro jejich zvySeny
vynos. Jedna z nejpouzivgsich aplikaci molekularnich markeje kontrolagistoty osiva u
hybridnich odid (Marshal et al. 1994). Frekvence hybridizace #&ogrese mezi
domestikovanowB. napus a divokymi gibuznymi je hodnocena jako potencionalni riziko
Uniku transgei s geneticky modifikovan&epky do populaciifbuznych plevel. Interogrese
ve smiSenych populacich plevelfgpky a pibuznéB. rapa byla zkoumana pomoci misgtn
specifickych AFLP markér (Hansen et al. 2001). DalSi postup intorgresesiiytiovan na
potomstvu z matskych rostlin z introgresni populace se stejnymLRFmarkery a misth
specifickymi chloroplastovymi markery (Hansen et 2003). Stupe hybridizace byl také
posuzovan pomoci SSR-PCR a primerspecifickych markedr bud pro C nebo pro A

genom potomstva z#&eniB. napus a B. rapa (Pallett et al. 2006). Mikkelsen et al. (1996)



ovetil mezidruhovou hybridizaci potomsteB. napus zkiizené B. campestris a zgEtné
zkiizeného 8. campestris pomoci B. napus-specifickych RAPD markér Specifické
markery proB. napus byly amplifikovany pro ufeni hybridizace mezB. juncea a B. napus
hybrid sB. juncea jako matéskou rostlinou (Frello et al. 1995).

2.1.4. Analyza genetické diverzity

Repka olejka je jednou z néj@ZitsjSich olejnin a intenzivni Sleai vedlo k z(Zeni
genetického zakladu u stasného genetického materidlu. Genovy pool elitnich
Slechtitelskych materialbyl vyrazré redukovan selekci &éitych kvalitativnich znak. Jako
dusledek je geneticka variabilita omezena s ohledean nmoho jakostnich paramitr
vyuzivanych pro Slechtitelsk&ély. Halldén et al. (1994) porovnaval Slechtiteldiée B.
napus pomoci RFLP a RAPD markierzatimco Diers and Osborn (1994) porovnaval RFLP
spektra u 61 ozimych a jarnich genadiyepek a doSel k zéx, Ze tyto d¥ formy vytvaeji
dv¢é geneticky rozdilné skupiny. Analyza pomoci moléknich marker potvrdila, Ze ozimé
a jarni genotypyepky vytvdeji dw geneticky rozliSné skupiny (Becker et al. 199%¢rBiet
al. 1996). Seyis et al. (2003) popsal genetickeerditu na saglresyntetizovanych liniiepky
a odadach jarnirepky. Hasan et al. (2005) pouzil publikované SSRkerg pochéazejici
Z genomuB. napus, aby charakterizoval sadu 96 selektovanych gefiatgpzakladni kolekce
iepky odvozené z materidlEvropské genové banky. Tento material byl &bend do étyr
hlavnich skupin: jarnitepka a pice, ozim&epka, ozima pice a genotypy zeleniny.
Molekularre-genetické informace umaogji identifikovat genetickou variabilitu vhodnouapr

Slechtni fepky a potenciathzajimavou s ohledem na zvysujici se heterozi uithylbepky.

2.1.5. Registrace odid

Souwasny systém testovani novych adirepky je zaloZzen na posuzovani Sirokého
spektra standardnich morfologickych vlastnosti, gez nadkladné a zdlouhavé. Kazda
potencialni nova odda musi vykazovat odliSnost od ostatnich znamyatidycduniformitu
znaku a stalost zkouSenych zfiakalldén et al. (1994) pouZzil RFLP markery k porémi
trech Slechtitelskych liniB. napus, a zjistil, Ze minimalni p&et prob nebo kombinaci enzym
k bezpé&€nému rozliSenié&chto linii je 30. Tento fistup vyZaduje relativnvelké mnozstvi
DNA od kazdeho vzorku a dale pak hledani vhodnydb mebo enzymovych kombinaci, coz

je caso¥ nara@né. Na rozdil od RFLP je RAPD analyza jednoduclyédhléd a konvetni
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stanoveni vyZaduje mensSi mnozstvi templatové DNAPB markery byly uUsgsne
aplikovany u identifikace odd B. napus a B. rapa, nicmér nalezeni stabilniho
polymorfniho RAPD markeru je obtizné (Mailer et 8094). Mezi dostupnymi technikami
1996). V porovnani s RFLP jehoz polymorfismus nahiidami je nizky (Diers and Osborn
1994), AFLP ma velmiifiznivé paremetry pro DUS testovani edii.ombard et al. (2000)
hodnotil rozliSovaci schopnost 17 AFLP primerovkambinacich testovanych na kolekci 83
jarnich a ozimych odd tepek. Jiz d¥ primerové kombinace ¢inné rozliSily vSechny
odrady. Pro srovnani sésnych vzork DNA z raiznych odtd B. napus a B. rapa byly pri
PCR analyzach pouzity primery komplementarni k SSRriabilni tibazovou ‘kotvou’ na 5’
konci. SSR-PCR analyza pouzivajici tyto ‘kotvy’vjgsoce informativni a reprodukovatelna
metoda pro fingerprinting populadepky. Nicmég existuje také polymorfismus uvhit
odrady, ktery je znané rozdilny mezi odidami. Vnitroodfidova variabilita nize byt
zkouména jestpredtim, nez je vytvien smésny vzorek z jednotlivych individui (Charters et
al. 1996). Ti sady multiplex SSR markir kazda slozena zp markei, byly pouzity ke
zjistovani rozsahu diverzity uviiie mezi deseti oddami. Vyznamna je korelace mezi SSR
markery, potomstvem aéfp z morfologickych znak sowasré pouzivanych pro zakonem
stanovené DUS testovani adr Odiidy byly rozdleny do ti skupin, které odpovidaly
ozimé, jarni a krmnému typiepky. Z gchto vysledk je patrné, Ze SSR markery mohou byt
pouzity pro pre-screening nebo rélhi do skupin existujicich nebo kandidatskychaddr

Umozni tak zmenSit pet pEstovanych odrd urcenych k porovnani (Tommasini et al. 2003).

2.2. Aplikace molekularnich marken ve Sleché&ni fepky

2.2.1. Pylova sardi sterilita

Existuje rekolik zpisohi hybridniho Sleckini druhi Brassica, které zahrnuji saén
cytoplazmatickou sterilitu (CMS), samjadernou sterilitu (GMS), autoinkompatibilitu (P&
chemické hybriidizéni agens (CHA).

Jsou dva druhy GMS, a to dominantni gajaderna sterilita (DGMS) (Li et al. 1985,
1990) a recesivni safnjaderna sterilita (Hou et al. 1990, Li et al. 399u et al. 1997).
Sterilita u DGMS linii je podmina interakci dvou gén tzn. dominantniho jaderného genu
pro sandi sterilitu (Ms) a supresorového genRBf) (Li et al. 1988). Lu et al. (2004) aplikoval
metodu AFLP k identifikaci MS lokusu. Také Songaet(2006) nalezl AFLP markerygdre
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spojené s alelou sainsterility Ms a navic vyvinul SCAR marker, ktery je pro obnolskeu
alelu Rf.

Ke et al. (2005) podrobil AFLP analyze dvojtypovtinii s recesivni epistatickou
jadernou sawi sterilitou, kde je sterilita kontrolovana dvounpary duplikovanych
recesivnich geh sterility (msl a ms2), které interaguji s jednim parem recesivniho
epistatického genu pro inhibitorf. Sedm markér bylo &€sr¢ spojeno s jednim recesivnim
genem pro jadernou s&frsterilitu (ms).

Cytoplasmaticka sa#n sterilita (CMS) je ¢asto kontrolovana geny jadra a
mitochondrii, které mohou byt potleny specifickymi jadernymi geny nazyvajicimi se
obnovitelé fertility (Hanson 1991§ tyti hlavni zdroje CMS (B. napus jsou: nap, ogu, pol a
tour cytoplasmatické geny (Fu and Yang 1998). Jean.el8B7) identifikoval vazebnou
skupinu obsahujici lokudpl obnovitele pro cytoplasmaticky geuol u oditidy Polima (Fu
1981).

CMS, pivodré nalezend uredkve Raphanus sativus L.) Ogurou (1968), byla
pienesena dd. napus mezidruhovym kizenim (Bannerot et al. 1974). Delourme et al.
(1994) provedl| shlukovou segregd analyzu pomoci RAPD marKeispojenych s genem
obnovy Rfo) pouzivanym u ‘Ogury’, cytoplasmatickeé sterilitpghazejici Zedkve. DNA
marker byl spojeny s genem obnovy pomoci fragih@aiymorfni DNA, ktera oznsvala
bud s alelu obnovitele fertility nebo alelu udrzovatesterility. Udaje z analyzy RAPD
markefi byly pouzity gi MAS u F, pochazejici z jednoduchéhdizeni mezi sandim
rodicem homozygdtnim pro alelu obnovitele, nesoucim @guerilni cytoplasmu a s&m
rodicem homozygétnim pro neobnovujici alelu s normadmasmou (Hansen et al. 1997).
K mapovani Rfo obnovitele pouzivaného v systému Ogu-INRA cytoplaiické sardi
sterility byla pouzita shlukova segreéga analyza a komparativni mapovani a&émn bylo,

Ze vneseni CMS iedkve do genomuepky prokthlo pomoci homologni rekombinace
(Delourme et al. 1998).

2.2.2. Autoinkompatibilita

Autoinkompatibilita je dlezity mechanismusipnosu gel pomoci cizospraseni u
mnoha drufi kvetoucich rostlin. Nejvice aplikovanou metodowowani S (sterility)
haplotypi je polymerazovéettzova reakce délkového polymorphismu restrikh fragment
(PCR-RFLP), ktera je pouzivana pro analyzu polyswofi ti hlavnichSgem, S.G, SRK a
R, lezicich na S-lokusu. Podrabbude tato problematika rozvedena v kapitole 2.5.



2.2.3. Resistence k chorobam

Fomova hniloba zsobena bakterii Leptosphaeria maculans je jednou
Z nejroz&iergjSich chorobiepky olejky. Vneseni génrezistence ddepky bylo provedeno
pomoci Kizeni nebo asymetrické fuze protoplast Ffitomnost gef rezistence
v mezidruhovych hybridech byla detekovana pomocioohe RAPD (Chevre et al., 1997)
nebo RFLP (Plieske et al., 1998). Pilet et al. (30@dvodil genetickou mapu z dihaploidni
populace vytveené Kizenim rezistentnich a nachylnych adifepky. Vytvdil genetickou
mapu pomoci RAPD a RFLP. OdliSné genetické pozadozalilna manifestace st
onemocgni meéla za nasledek nesrovnalosti mezmymi populacemi. Plieske and Struss
(2001) vytvdili z RFLP a RAPD markér, které byly spojeny z B-genomem némz leZi
resistence proti fomy STS markery, které je mozno pouzit v MA8B ppétném Kizeni
introdukovanych znak do B. napus. Geny resistence pochazejici statyr ‘Darmor’ byly
mapovany ve dvou genomickych oblastech, LG 10 a@lbGazebnych skupinach (Delourme
et al. 2004).

Virus mozaiky vodnice (TuMV) pét mezi nejétSi skupinu vid infikujici plodiny
rodu Brassica. TURBO1 gen je dominantni gen, ktery nese silnesistenci k ékterym
izolattm TuMV u B. napus. V RFLP vazebné miapyl tento gen lokalizovan ve vazebné
skupirge N6 v genomu AB. napus, coZ naznéuje, Ze tento gen praspodobré pochazi B.
rapa (Walsh et al. 1999). S lokusem rezistence pojmangw TURBO3 byl spojen 1 AFLP a
6 SSR marker a tyto byly zmapovany ve stejné oblasti na chramnoz N6, steji tak jako
predchozi gen rezistence TuMV, geuRB01 (Hughes et al. 2003).

Geny resistence viru Zluté mozaiky vodnice, ktgmygsobuje znatek snizeny vynos
urody byly mapovany pomoci AFLP markea nalezen byl také 1 QTL, ktery vy¢shije az
50% fenotypove variability (Dreyer et al. 2001).

2.2.4. Obsah oleje a jeho kvalita

Genetické zaloZeni obsahu kyseliny linolenowépky bylo zatim publikovano jako 3
pomocné lokusy (Chen and Beversdorf 199Hobici v cytoplasi(Rajcan et al. 2002) a 5
QTL zaloZenych na molekularnim mapovanim (Burrel.e2003). Geneticka kontrola obsahu

k. olejové uB. napus byla popsana jako 4 QTL (Burns et al. 2003).
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Ecke et al. (1995) pouzil ;FDH populaci odvozenou z mikrospér pro analyzu
distribuce k. erukové a obsahu oleje v semetfiiriizné vazebné skupinyrgustavovaly i
QTL pro obsah oleje v semeni. ®WQTL pro obsah oleje vykazovaly Uzkou spojitost ke
dvéma gerim pro k. erukovou. Rajcan et al. (1999) nalezl BARarker Uzce spojeny
s obsahem k. erukové a obsahem oleje. Pomoci degangch PCR primérvytvorenych na
Arabidopsis a FAE1 sekvenci zepky byly amplifikovany dva gengN-FAE1.1 aBN-FAEL.2
z B. napus, odpovidajicim geim pro rodéovské druhyB. rapa aB. oleracea. Tyto dva geny
jsou povazovany za spdl@ segregujici s lokuskl aE2, které kontroluji obsah k. erukové
(Fourmann et al. 1998)-AE geny byly klonovany B. campestris a B. oleracea a jejich
pusobeni na obsah k. erukové byl popsan (Das e0@B)2

Tanhuanpéa et al. (1995) objevil jeden RAPD madzraujici gen, ktery psobi na
obsah k. linolenové stejnjako Hu et al. (1995). Jourdren et al. (1996) tdidoval dvé
vazebné skupiny ze 6 RAPD markekteré odpovidaly dima QTL lokusm spojenych
s nizkym obsahem k. linolenové. Somers et al. (L8®htifikoval RAPD markery spojené
s lokusy kontrolujici desaturaci k. linolové a alelgenu fad3 blizko jednoho
z identifikovanych QTL lokus Hu et al. (1999) také nalezl dva RAPD markeny pbsah
kys. linolové a linolenove, navic vyvinul kodominahSCAR marker pro niznky a vysoky
obsah kyseliny linolenové. Schierholt et al. (20@Mapovat i AFLP markery spojené
S mutacemi pro vysoky obsah oleje, které jsou lakafny blizko lokusu s jednou kopii genu
fad2. Hu et al. (2006) navrhl dva SNP markery odpovaajnutacimfad2 a fad3c genu.
Javidfar et al. (2006) pouzil techniky RAPD a ISBR® vyvoj molekularnino markeru genu
kontrolujicich obsah k. olejové a linolenové. Nelez markery byly i@vedené na SCAR
markery a pouzity ve Sleciti.

2.2.5. Morfologické znaky

VSechny sotasré péstované odrdy B. napus jsou cernosemenné, nicme&rnvyvoj
Zlutosemenné formy nabizi priedek k upraveni kvality canoly redukci obsahu niédk a
zvy3eni obsahu protdin(Shirzadegan and Roébbelen 1985grna semena v porovnani se
Zlutymi maji vyrazg terti obaloveé vrstvy proto vedou ke snizeni slupky meei a nasledn
zvySeni obsahu oleje (Stringam et al. 1974dktBré dalSi vyhody Zlutosemennyébpek
zahrnuji nap vice ciry olej, vysSi obsah protein vySSi obsah viakniny a lepSi vyzZivhou
hodnotu pro dobytek (Tang et al. 1997; Meng etLl888). Somers et al. (2001) analyzoval
DH populaci odvozenou s Fjenerace poikeni ‘Apollo’ (cernosemennd) x YN90-1016



(Zlutosemennaprassica napus. Major gen pigment 1) ohrantéeny 8 RAPD markery ko-
segreguje se znakem Zlutosemennosti v populaci éthygy vice nez 72% fenotypove
variability Zluté barvy semennych obalObjevené byly dva aditivni geny, o kterych se
uvazuje, Ze je mezi nimi a lokusgagment 1 dominantni epistaticka interakce. Zhi-wen et al.
(2005) objevil, Ze barva semene je kontrolovanaefaleym genotypem a Zlutosemenatost je
casteéné dominantni nadternosemanatosti. Segréga analyza odhalila jednoduchy lokus
geni pro ¢asténou dominanci nadernosemenatosti. Dva RAPD markery a 5 AFLP marker
byly nalezeny ve spojitosti s alelou pro Zlutoseatest, zatimcoit AFLP markery byly
spojeny s alelou préernosemenatost.

Délka SeSule jetdezZity parametr v hodnoceni celkové skéizepky. Hawkins et al.
(2005) gisel na to, Ze znak pro dlouhé SeSulézen d¥mi nezavislymi geny v dominantn
recesivnim vztahu a s aditivnimdiaky. Byly nalezeny d¥ vazebné skupiny, které segreguji
se znakem dlouhych SeSuli.

Také znak zakrslosti jeutbZity pii posuzovani Urowhrezistence poléhani, coz ma
vliv na vySi vynosu. Geneticka analyza zakrslogtalila, Ze tento znak jgzen mutovanym
genem Bzh) s aditivnimi @inky. Obtize se objevovaly vzdyfip spravném ufovani
homozygotnich (dwarfhzh/bzh) a heterozygotnich (semidwaBzh/bzh) rostlin ve Stpicim
potomstvu. Za &elem grekonani &chto potizi bylo iniciovano molekularni mapovéaniativ
lokusu. Zkonstruovana byla tady vazebni mapa viogehu Bzh, nejblizSi marker byl
pojmenovan OPMOQ07-730 a byl ve v&zB.8 £ 0.7 cM (Foisset et al. 1995). Pro ziskani
specifického kodominantniho markeru zaloZzeného €& MBarret et al. (1998b) vytvid
SCAR marker z markeru OPMO07-730.

2.2.6. Abioticky stres

Odolnost k pezimovani je jedna zitkeZitych vlastnostiiepky, a uvazuje se, Ze je
ovliviiovana genetickou variabilitou zngkkteré jsou regulovany chladem, jako je ihap
tolerance k mrazu nebitas potebny k jarovizaci. V souladu s pozicemi QTL na #ageré
fidi rizné znaky v ramci druhu byly ziskangkazy, Zze gkteré alely poskytuji &Si toleranci
(Kole et al. 2002). DalSi mapovany znak je schopngszivat efektivi bér. Vyuzitelnost
boru fidi major gen, ktery byl zmapovan v 9. vazebné sku. napus. Zarove byly

detekovanyit minor lokusy, afi vazebné skupiny (Xu et al. 2001).



Tabulkovy prehled

Nasledujici tabulka shrnuje vyuziti molekularnicarkef dalezitych agronomickych znak

B. napus

Tab. 1. Priklady rékterych dilezitych znak u druhi Brassica kde byly pouzity genetické markery ke
zmapovani lokusnebo klonovani gen

Typ znaki

Specificky znak

Molekularni markery

Vybrané citace

Morfologické znaky

Délka Sesuli

RAPD

Hawkins et2005

Vyska rostliny (dwarf locus) SCAR Barret et al. 1998
Foisset et al. 1995
Barva semene RAPD Somers et al. 2001
RAPD, AFLP Zhi-wen et al. 2005
Doba kvetenf Ferreira et al. 1995c¢
Kvéty se snizenym ptem Fray et al. 1997
okvétnich listki
Rezistence k chorobam Phémova choroba RAPD Delourme et al. 2004
(Leptosphaeria maculans)
RAPD Chevre et al. 1997
RAPD, RFLP Plieske et al. 1998

SCAR, RGA (resistance
gene analog)

Saal and Struss 2005

STS Plieske and Struss 2001
Dion et al. 1995
Ferreira et al. 1995a
RAPD, RFLP Pilet et al. 1998a,b, 2001
Plisa bila (Albugo candida) Ferreira et al. 1995b
Kole et al. 2002b
Virus mozaiky vodnice AFLP, SSR Hughes et al. 2003
(TuMV)
RFLP Walsh et al. 1999
Virus Zluté mozaiky vodnice | AFLP Dreyer et al. 2001
(TuYV)
Hlizenka obecn&clerotinia Zhao and Meng 2003
sclerotiorum
Santi sterilita ‘Ogura’ obnovitel fertility RFLP, RAPD Deurme et al. 1998
RAPD Hansen et al. 1997
RAPD Delourme et al. 1994
‘Polima’ obnovitel fertility RFLP, RAPD Jean et 4097, 1998
tournefortii obnovitel fertility AFLP Janeja et al. 2003
CMS ZA. thaliana RFLP Leino et al. 2003
Recesivni satti jaderna AFLP Ke et al. 2004, 2005
sterilita
Dominantni sari jaderna AFLP Lu et al. 2004, Song et al.

sterilita

2006

Autoinkomatibilita

Abioticky stress Tolerance k chladu, odolonost RFLP, AFLP Kole et al. 2002a
k pfezimovani
Kvalita a obsah oleje Obsah kys. erukové RFLP Etké 4995
RAPD Rajcan et al. 1999
Obsah glukosinulét RFLP Uzunova et al. 1995
Obsah kys. olejové SCAR, RAPD Hu et al. 1999
AFLP Schierholt et al. 2000
RAPD, ISSR, SCAR Javidfar et al. 2006
Obsah kys. linolové SCAR, RAPD Hu et al. 1999
Obsah kys. linolenové RAPD Hu et al. 1995
RFLP, RAPD Tanhuanpaa et al. 1995
RAPD Jourdren et al. 1996
RAPD Somers et al. 1998
Glukosinulaty v semeni RFLP Uzunova et al. 1995

Howell et al. 2003
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2.3. Autoinkompatibilita u rodu Brassica

Autoinkomatibilita (Al) je mechanismus, ktery zatwge samoopyleniRepka je
jednou z dlezitych gstovanych plodin a s¢asré se Slechini fepky zamdtuje na tvorbu
hybridi pro zvySeni vynosu. Al fite byt aspsSné pouzita pro Gely hybridniho Sleckni,
pokud jsou dostupné dvrizné Al linie ugené pro tvorbu hybrida. Vyhodou je snadné
mnozeni Al linii, protoZe Al je snadndgkonatelnéd nappostikem slabého roztoku soli.

U rodu Brassica je Al sporofytického typu, coZz znamena, Ze Al akje
kontrolovana diploidnim genotypem prasniku todské rostliny. Prakticky to znamena, Ze
pyl sporofytického typu nese éG-alely misto jedné (Franflin-Tong and Frankli@03).

Pii zkoumani genetického zalozZeni Al se zjistilo,jégod kontrolouSlokusu, ktery
ma velky paet alel (Ockendon, 1974; de Nettancourt, 197 %nd#iveé alely tohoto lokusu,
Salely, byly podle svéhodinku rozdtleny na d¥¢ tiidy, a to naiidy | a Il, gricemz tida | se
povazuje za dominantni naddou Il (Nasrallah et al., 1991).

Na Slokusu se dlouho hledaly geny, které maji zasatiaina pribéh Al reakce.
Zejména pi studiu B. rapa a B. oleracea byly objeveny dva, gen.G a SRK, kterym se
prikladal zasadni vyznam, ovSem stéle chyden pro pylovy determinant. Ten byl objeven
vroce 1999 uB. rapa a B. oleracea, jelikoZz sphoval vSechny obecné pozadavky, t;.
lokalizace n&s-lokusu a vysoky stupepolymorfismu. Od té doby je intenzigstudovan a od
studia genu SLG se jiz ustoupilo.

Na S-lokusu byly identifikovany asi dwdesitky gef, které kosegregujiipsre s Al
fenotypem (Boyes et al. 1997, Casselman et al. R@@0dilezité geny dastnici se Al reakce
jsou povazovany ger§LG, SRK a v posledni dabse jevi jako vyznamny gesCR.

Vyznamné geny S-lokusu:
RK (S-locus receptor kinase; Stein et al. 1991) gafuje transmembranovy protein.

Gen je exprimovan v blizna jevi se jako kéovy pro rozpoznavaci reakci a Al odgdv
ZjednoduSe# Ize reakci popsat takto: po difuzi séihmo determinantu do b&énych stn
papilarnich bu&k blizny se tento determinant navaze na SRK . Bojée k dimerizaci SRK
(autofosforylaci), a tim je vyvolana Al odpad.

9. G (S-locus glycoproteinmlasrallah et al. 1985) - jeho role nettilip jasna. Sklada
se ze seffitelného signélniho peptidu, ¢kolika N-glykosila&nich mist, itech
hypervariabilnich oblasti a 12 konzervativnich eyst smérem k C konci peptidu (Takayama
et al. 1987, Nasrallah et al. 1987). Protein SlyGnwohl podporovat proces rozpoznani SCR
nebo se éastni transportu SCR k cytoplazmatické membidmkasaki et al. 20005LG by
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mohl napomahat akumulaci SRK v papilarnictikach (Dixit et al. 2000)Bylo potvrzeno,
Ze SLG neni k Al reakci nezbytmutny (Takasaki et al. 20008LG geny byly rozdleny do
dvou tid — tidy | a ¥idy 1.

R (Slocus cysteinerich proteinSchopfer et al. 1999 ), sy8P11 (Suzuki et al.
1999), je exprimovan pouze Vv prasnicich.riPle@ skupik PCP proteifi a je povazovan za
santi determinant Al. Je produkovan iikami tapeta a vaZze se na protein g&hG bez
ohledu na&Shaplotyp. Je v genové vazb genySLG a SRK (Schopfer et al. 1999). B. rapa
bylo zjiS€no, ZeSCR se exprimuje fevazig v tapetu homozygéttéidy 1. U heterozygat
tiéidy 1 a 1l je expreseridy Il potlatena (Shiba et al., 2002). Podobné alDR tridy | jako u
rodu Brassica byly objeveny i u rodiRaphanus (Okamoto et al., 2004).fiPmezidruhovém
kiiZzeni B. napus a B. oleracea se na pozadB. napus jevily S-alely B. oleracea jako
dominantni (Ripley a Beversdorf, 2003).

DalSi dilezité informace nam f@iZe poskytuje struktura proteinu SCR. V primarni
struktire bylo pozorovano 8 konzervativnich cysteifodtud nazev cysteine rich protein),
jeden tyrosin a glycin, a to u alel obdidt(Schopfer et al., 1999; Suzuki et al., 1999)toTo
umoziujealelamSCR udrzZet si podobnou strukturu proteinu (Mishimalet2003).

Specificita je v Al reakci wena alelow specifickou interakci mezi SRK receptorem a
SCR ligandem. Z toho vyplyva, 8RK a SCR se museji vyvijet zarovieaby se udrzela jejich
interakce. V tomto dvougenovém systému vyZadujgorghi novych specifit vyskyt novych
mutaci na receptoru a ligandu kodujiciho stegyaplotyp, tak aby bylo udrzeno navazani
(Chookajorn et al., 2004). Statisticky bylo prokdzazeSP11 a SRK jednohoS-haplotypu u
B. oleracea i B. rapa se odchyluji souwzné (Sato et al., 2002).

2.4. Distribuce niznych S-haplotypi

Pcatet Salel je odhadovan Raphanus na 34 (Sampson, 1957), 3Burapa (Nou et
al., 1993) a vice nez 50 B. oleracea (Brace et al., 1994)G-alely v ugitych odfidachB.
oleracea mohou byt identifikovany pomoci testovacihtizZeni se sadou testovacich linii
nesoucichizné Salely (Thompson, 1968; Ockendon, 1975). Okesm dérici, Ze Salely u
B. oleracea vykazuijici nizSi dominanci a jsou podrobeny viaadifikacim nez alely s vysSim
stuprem dominance (Ockendon 1974, Smith 1977). Al rozpwaci reakce iedstavuje
alelow specifickou interakci mezi vysoce polymorfn#iokus receptorovou kindzou (SRK)
blizny a jeho ligandem pochazejicim z pylu, praaenSCR. Specificka funkce je nejspise

fizena iznymi variantami 4 sousedicich aminokyselitehoz vyplyva, Zze k dosazeni nové
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specificity je potebna minimalni pozeména délka sekvence (Chookajorn, et al., 2004).
Nahodné mutace genB8CR pretrvavaji tak dlouho, dokudigtrvava vazaci schopnost
k prislusné aktivni alele gen8RK, coz miZze vést ke zvySené diverzifikaci sekvenci genu
SCR uvnitt kazdeé tidy funkénich alel. Toto je mozny Zigob jakym se vyvijely Al specifické
reakce (Chookajorn, et al., 2004).

U paruS-haplotypi BrS*® z B. rapa aBoS' z B. oleracea byly nalezeny podobngP11
alely s podobnostitpdpokladané aminokyselinové sekvence 96,1 %. Ugealijo tom, Ze u
BrS* a BoS' pretrvava stejna rozpoznavaci specificita od té dabyse rozdily tyto dva
druhy. Aminokyselinova substituce u SRK a SP11 Bi&f® aBoS’ Shaplotypi nema Zadny
vliv na specificitu rozpoznavaci reakce (Kimurakt 2002).

Vysoce podobné S-haplotypy méxioleracea a B. rapa byly také nalezeny Kusabou
and Nishiem (1999), a pomoci opylovacichttastezi mezidruhovymi hybridy, tarnsgennimi
rostlinami a pomoci rekombinovanych protei@P11 byla demonstrovana shodna specificka
rozpoznavaci reakce podobnySthaplotypi mezi €mito druhy (Kimura et al., 2002; Sato et
al., 2003).

Velmi podobné sekvence se sekvencemi SP11 u Brdssica byly nalezeny u
Raphanus sativus a tudiz se fedpoklada, Ze stejné nebo podol@Agaplotypy existuji mezi
raznymi druhy roduBrassica a také mezitznymi rodycelediBrassicaceae (Okamoto et al.,
2004). Oddleni B. oleracea a B. rapa nejspiSe prohlo diéive nez doSlo k rozdeni

Raphanus sativus téchto drou druh roduBrassica (Sakamoto et al., 1998).

2.5. Molekularni markery autoinkompatibility

Pomoci molekularnich markieje mozné rozlisit jednotliv&-alely pro spravné dgeni
Shaplotyp u roduBrassica. U B. napus je mozné analyzovat pomoci molekularnich marker
segregujici fpopulaci po kizeni Al a AK rodéia. Negastji pouzivana je metoda PCR-
RFLP. Tento typ markér byl také popséan jako &tené polymorfni sekvence (CAPS)
(Koniecny and Ausubel, 1993). Nishio et al. (198B¥sifikoval 18 z 27 testovacich lini.
rapa po PCR-RFLP provedené s primery pro garG tfidy I. a restrignim Seépenim
enzymemAfal. SLG geny vykazovaly vysokou sekwsri homologii s geny iffbuznymi
genim naSlokusu LR | a SR Il), které nejsou spojeny Slokusem (Watanabe, et al.,
1992). Tyto vysledky poukazuji na to, Ze d&res je dobry marker pro dgovaniS-haplotym
(Park et al., 2002). PCR-CAPS analyza g8RK byla také usgsre pouzita pro identifikaci
Shaplotym (Park et al., 2002). V soéasné dob je ¢astji pouzivan k markerovani ge8CR
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pro swij vice polymorfni charakter nez ma g&iRK. Autoinkompatibilni rostliny ve 8pici F,
populaci byly rozliSeny pomoci CAPS markee specifickymi primery pr&-lokus (Méhring
et al., 2005).

K urceni Al specifické rozpoznavaci reakce u zeleninuiBichssica byly vyvinuty dw
metody dot-blot analyzysP11 alel. Jednou z nich je blotovani DNA vzarkizn. rostlinné
genomické DNA pomoci prob se zeaymi alelamiSP11 a dalSi je blotovans&P11 DNA
fragmenti probami se zn@nymi vzorky DNA, tznSP11 kddujici oblast je oz@gana pomoci
PCR, kde je templatem rostlinna genomicka DNA. Manpje uZit&éna @i testovani mnoho
raznych rostlinnych materiéla druha, jestlize nemame Zadnatedehozi informaci &

haplotypech v daném rostlinném materialu (Fujimaoid Nishio, 2003).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Pro tuto praci byly pouzity autoinkompatibilni kniStart, Tandem 6/85, AIK 3,
Tandem 1/85, Catty, Liropa, Tandem, AIK 6 aiatir Global, Ramiro, Rasmus, Local.

Tyto rostlinné materialy byly analyzovanyimo a vyhodnoceny byly spa@e s Udaji
z databaze National Center for Biotechnology Infation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) pro

B. napus, B. rapa, B. oleracea a takéRaphanus sativus.

3.2. Metody

3.2.1. Izolace genomové DNA (Invisorb Spin Plant Mi Kit — Invitek)

1. v tekutém dusiku se zhomogenizuje 60 mg tekudéistku

2. k homogenizatu seiga 400 ul lyzaniho pufru P a 20 ul proteinazy K, zvortxovat, a 30
minut inkubovat p 65°C

3. prelijeme na kolonku a centrifugujeme 1 miii. 2000 rpm

4. k filtratu pidame 200 pl vazaciho pufru akdadne zvortexovat

5. suspenziignést na kolonku a inkubovat 1 midii 2000 rpm, slit filtrat

6. pridat 550 pl promyvaciho pufru | a centrifugovat thnpii 12000 rpm, slit filtrat

7. pidat 550 pl promyvaciho pufru Il a centrifugovatnin. g 12000 rpm, slit filtrat, tento

krok opakovat 2x a nakonec centrifugovat 2.min12000 rpm kvli odstraréni
zbyvajiciho ethanolu

8. kolonky s DNA navazanou na membfaiat do novych 1,5 ml eppendorfekidat 100 pl
eliniho pufru D, ktery je fedeltaty na 65°C, 3 min. inkubovat, centrifugovat 2 npifi.
12000 rpm
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3.2.2. Izolace plazmidoveé DNA (Invisorb Spin PlasrdiMini Kit - Invitek)

1. 2 pl plazmidové DNA centrifugovat 1 min. na nmagini rychlost, dkladn odstranit
supernatant

2. pelet resuspendujeme ve 200 ul resusperida roztoku

3. pidat 200 pl alkalického lyzaiho roztoku, 5 x fevratit eppendorfku a nechat lyzovat 5
min.

4. pridat 200 pl neutralizaniho roztoku, 4-6 xievratit eppendorfku, centrifugovat 5 min. na
maximalni rychlost

5. ¢iry supernatantiglijeme na kolonku, affmlat 200 pl vazaciho roztoku, 1 kepratit a
centrifugovat 1 min.i§8000 rpm, slit filtrat

6. pridat 750 pl promyvaciho pufru, centrifugovat 1 npi.8000 rpm, slit filtrat

7. centrifugovat 3 min. na maximumikvodstraréni ethanolu

8. kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 mlemorfek, pidat 50 ul sterilni vody,

inkubovat 1 min., centrifugovat 1 mirii 000 rpm

3.2.3. PCR genSLG t¥idy Il

e 18,4 pl

Pufr 2,5 pl

DNT's 2,0 pl

Primery PS,; + PS3 0,2 ul + 0,2 pl
Taq polymeaza 0,2 pl

DNA - templat 1,5 ul

Cyklus: 35x

Denaturace 93°C 1 minuta
Annealing (nasedani primef) 58°C 2 minuty
Elongace (syntézaetézce) 72°C 3 minuty

Patéteeni denaturace je 93°C 5 minut a koné elongace 72°C 10 minut.
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3.2.4. Riprava agarozového gelu

SlozZeni 1,5% agardzoveho gelu:

objem agaroza 5x TBE HO ethidium bromid
50 ml 0,759 10 ml 40 ml 1,5 pl
100 mi 159 20 ml 80 ml 2 ul
200 ml 3,09 40 ml 160 ml 4 ul
SloZeni 1,0 % agarézoveho gelu:
objem agaroza 5x TBE HO ethidium bromid
50 ml 0,50¢g 10 ml 40 ml 1,5 pl
100 mi 109 20 ml 80 ml 2 ul
200 ml 20g 40 ml 160 ml 4 ul
» rozvdit v mikovinné trould, nesmi byt vidt viakna
» pripravit vanu a febeny
» zchladit (cca 60°C)
» pridat ethidium bromid
» nalit do vany,odstranit bubliny a nechat ztuhnout

Elektroforéza probiha dle geby, obvykle 2 hod.ipnapsti 90 V.
SlozZeni 5 x TBE (1) pufru

Tris54 g

k. boritda 27,5 g

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

17




3.2.5. Eluce fragmendi DNA z agarézového gelu (JETQUICK)

1. z agarG6zoveého geluiignout bl@ek s pozadovanym fragmentem

2. na kazdych 100 mg geliigat 300 pl roztoku L1, inkubovatigg0°C 15 min. kazdé 3
min. protepavat

3. roztok penést na nové kolonky centrifugovat 1 mifi.J2000 rpm, slit filtrat

4. pidat 500 pl roztoku L2, centrifugovat 1 mirti #2000 rpm, slit filtrat

5. kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 ndezmmlorfek, pidat 50 pl sterilni vody,
centrifugovat 1 min.ip12000 rpm

3.2.4. Klonovéani DNA (Topo TA cloning for sequencig kit — Invitrogen)

1. den

. 2 ul PCR produktu (nesmi byt starSi nez jeds) é 0,4 ul Salt solution.
. zamichat, nechat stat 5 minét8f PCR produkty 20 — 30 min.jigokojoveé teplot
. pidat 17 pl kompetentnich békE. coli utiznutou Spikou, zamichat

. 30 min. nechat stat na ledu (je mozné i sklatdp‘es noc p -20°C)

1

2

3

4

5. tepelny Sok — 30 s ve vodni lazii42°C bez michani a pak 2 min. na ledu

6. pidat 150 pl temperovaného SOC média, promichags@erat

7. 1 hod.itepat @i 37°C

8. mezitim rozétt na misky s LB mediem 40 pl Xgal (sterilni hokaji a dat na misky,
temperovat na 37°C

9. wvylit na misky biiky a pelivé rozetit

10. nechat kultivovatip37 °C
2. den

1. vypichnout 2 bilé kolonie (obsahuji plazmid squktem) + 3 ml LB média + 12 pl AMP
2. kultivovat 16 hod. i» 37 °C es noc
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3.den

1. odebrat 850 pl kultury + 150 ul glycerolu, zanitrari -80 °C pro dlouhodobé uchovani
2. izolace plazmidu kitem

3. vySEpeni plazmidu z vektorlco RI, elektroforéza

3.2.5. Restrikni Stépeni

Pro rozliSeni jednotlivych alel klonovanych sekvenestrikini S€peni, a to podle
instrukci v gibalovém letaku jednotlivych enzym V¢tSinou provadime &peni s 1 pl

plazmidu a 5 U enzymu. Reakce probik&smoc asi 1 hod..

3.2.6. Sekvenéni reakce (CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing witlQuick Start Kit
— Beckman Coulter)

DH,0 (doplnit na objem 20 pl) 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 pl
DTCS Quick Start Master mix 8,0 ul

Denaturace plazmidurgd gidanim 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 cykl

PregisSténi sekvenani reakce:

1. pripravit ¢erstvy roztok stop pufruipd kazdym pecisténim, loZzeni na jednu reakci: 2 pl
100 mM EDTA, 2 ul 3M octanu sodného (pH 5,21 glykogenu

2. pridat 60 pl chlazeného 96% ethanolu

3. centrifugovat 15 min.ip14000 rpm ap 4°C

4. pipetou odsét supernatantradpt 200 ul chlazeného 70% ethanolu, 5 min1g000 rpm a
pri 4°C

5. pipetou odséat supernatant a pelet nechat usthaotzduchu
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3.2.7. Hodnoceni sekvenci programem Bioedit

Neupravena data ze sekvenatoru ve tosaouboru *.ab oteeme v programu Bioedit.
Krom¢ sekvence k Upravse nam otee jeS¢ okno, ve kterém je chromatogram Primerové
sekvence Ize vyhledat v hlavnim menu &liEdit tlatitkem Search. Reverse sekvenci si Ize
ota¢it v menu Sequence~ Nucleic Acid — Reverse Complement. Postépsekvenci
upravujeme pomoci rezimu Select/Slide, Edit a Ggabrag, tak, Ze tizneme pecnivajici
plazmidové sekvence d@ipadné chyby sekvenovani opravime podle |ép&tgné sekvence.
Jako kontrola nam slouZzi originalni chromatogratf.

Upravené sekvence porovname programem Clustaly Kerv menu Accessory
Application — Clustal Multiple Alignment. Vysledny soubor sekeényhodnotime aplikaci
DNADist—Neighbor phylogenetic tree. Po analyze se nam jp&sledni okno otee
‘Phylogenetic tree’, coz je soubor typu Phylip &d&phy), ktery si ulozime a dale ho pak
budeme pouzivat jako'outtree’ v dalSi aplikaci.iki®l program Bioedit m& velmi Spatny

graficky vystup, k lepsi vizualizaci fylogramu pdjeine program Tree View.
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4. VYSLEDKY

Ziskané sekvence gelG tiidy Il Brassica napus byly srovnany se sekvencemi jak
S.G I, tak SLG | od riznych druli Brassica ziskanych z databaze National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nim.nih.gov)yib sekvence byly spaia¢ hodnoceny
pomoci programu Bioedit, jehoz s@sti je program Clustal, ktery slouzi k porovnavani
nukleotidovych sekvenci. Dale byl programem Bioséstaven fylogeneticky strom metodou
Neighbor Joining. Vysledky jsou zde prezentovanypoi dvou zobrazeni fylogramu, a to
kladogramu a radialniho stromu. U kladogramuizeme dobe sledovat fibuznost
jednotlivych sekvenci, kdeZto u radialniho strorsudplie vidkt vzdalenost jednotlivych
skupin. Z rozdleni je patrné, Ze se vytkito pét riznych skupin.

Popis jednotlivych skupin sekvenci

Skupina 1— Nejvice odliSna skupina ze vSeRHG sekvenci. Sklada se pouze z jedné
sekvence, ktera pochazi ze studie o diveraidistribuci S-haplotylo u komee&nich odfd
zelenin rodwBrassica v Cing (Wang et al. 2006, nepublikovano) dostupné naké&éh NBCI

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy Tiida S-haplotyp neni znama.

Skupina 2 — Tato skupina obsahuje 5 vyrazmodobnych druln Brassica a obsahuje
jak Al, tak AK linie. VSechny tyto sekvence poch@ze studie, ktera se zabyva srovnanim
geni na Slokusu u Al a AK druli Brassica (He et al. 2003, nepublikovano)tida S-
haplotym neni zndma.

Skupina 3 — Tato skupina je ne}Si. Zahrnuje izné druhyBrassica vcetrg
Raphanus sativus. Je rozdlena do pti podskupin A-E. \tSina SLG sekvenci bylyS
haplotypy tidy Il, tdaje ottidé u zbytku sekvenci nejsou zndmé. Podskupina A lsel&lkze
sekvenciSLG B. oleracea a B. rapa riznych S-hapotyfp podskupina B ze dvouiznychS
haplotypi B. oleracea, podskupina C ziznych S-haplotyf B. oleracea a jednohd. napus,
podskupina D ziiznych S-haplotypi B. oleracea, B. rapa, B. napus a Raphanus sativus.

Podskupina E j&aphanus sativus.
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Skupina 4 — Dw velmi odliSné SLG sekvenceB. rapa s neuvedenouiitiou S

haplotypu (Gothandam et al. 2005).

Skupina 5 — Tato skupina se sklada pouz8&-saplotyp ttidy Il. Podskupiny 1. a Il.
jsou mzné Shaplotypy B. rapa. Podskupina Ill. Je ucelend skupina, kter4 sedékla
z analyzovanych Al linii a odd, a také S-haplotypu 15 (Cabrillac et al. 199%. aapus
s blize nespecifickyr&-haplotypem (Robert et al. 1994).
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Obr. 2. Fylogram alel genuSLG tiidy I. a Il. u riznych druhii. A) Fylogram je rozdlen na 5 skupin,
které gedstavuji genetickou vzdalenost megnymi alelami, druhy aifdami SLG.B) Tento neukéeniny

kladogram ukazuje Iépe rozdily mé&tiG sekvencemi a zvlaSpak mezi skupinou I. a ostatnimi skupinami.
Popis zkratek je uvedeny za obrazky.
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1: 711725: B.napus nRNA for S-locus glycoprotein. (Goring et al. 1992)
2:L08608: Brassica napus S-locus glycoprotein nRNA, conplete cds.
al . 1993, cultivar Westar) --> Bn-b

3: AB009682: Raphanus sativus SLG(S6) gene for S glycoprotein, partial
et al. 1998) --> RsS6

4: AB009677: Raphanus sativus SLGS1) gene for S glycoprotein,
(Sakanpto et al. 1998) --> RsS1

5:721608: B. napus nRNA for

et al. 1994) --> Bn-W-1

6: X79431: B.oleracea SLG3 nmRNA. (Delorne et al. 1995) --> BoS3

7: DQB72708: Brassica rapa S-locus glycoprotein gene, conmplete cds. (Wang et
al.2006) --> Br-a

8: D@B17532: Brassica rapa haplotype 733 S locus glycoprotein (SLG nRNA, (Got handam
et al.2005) --> BrS733

9: DEB17531: Brassica rapa haplotype 734 S locus glycoprotein (SLG nRNA,
, (Got handam et al . 2005) --> BrS734

10: D30050: Brassica rapa nmRNA for S-locus glycoprotein of Brassica canpestris
(Wat anabe et al.1994) --> Br-b

11: AY448036: Brassica napus cultivar SC1300 S-locus glycoprotein (SLG gene, (HE et
al . 2003) --> BnSC1300

12: AY448034: Brassica napus cultivar SI271 S-locus glycoprotein (SLG gene, (HE et
al .2003) --> BnSI271

13: AY448032: Brassica napus cultivar SI 1300 S-locus glycoprotein (SLG gene, (HE et
al .2003) --> BnSI 1300

14: AY448030: Brassica rapa cultivar Guanyou S-locus glycoprotein (SLG gene, (HE et
al . 2003) --> BrGuanyou

15: AY448028: Brassica rapa cultivar Yellow sarson S-1ocus glycoprotein (SLG (HE et
al . 2003) --> BrYell owSarson

16: AY448026: Brassica rapa cultivar Q nghuang S-1ocus glycoprotein (SLG gene, (HE
et al.2003) --> BrQ nghuang

17: AB180902: Brassica oleracea S-12 SLG gene for S-locus glycoprotein, conplete
(Fujinoto et al. 2006) --> BoSl12

18: AB054815: Brassica rapa SLG52 nRNA for S-locus glycoprotein, partial
cds. (Takasaki et al.1999) --> Bo0S52

19: AB054737: Brassica oleracea SLG 65 nmRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> Bo0S65

20: AB054736: Brassica oleracea SLG 62 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> B0S62

21: AB054735: Brassica oleracea SLG 58 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS58

22: AB054734: Brassica oleracea SLG 57 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoSh7

23: AB054733: Brassica oleracea SLG 50 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS50

24: AB054732: Brassica oleracea SLG 45 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS45

25: AB054731: Brassica oleracea SLG 36 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS36

26: AB054730: Brassica oleracea SLG 33 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS33

27: AB054729: Brassica oleracea SLG 31 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS3l

28: AB054728: Brassica oleracea SLG 20 nRNA for S-locus glycoprotein, partial (Sato
et al. 2002) --> BoS20

29: AB054727: Brassica oleracea SLG 8 nRNA for S-locus glycoprotein, partial cds.
(Sato et al. 2002) --> BoS8

30: AB054705: Brassica rapa SLG 47 mRNA for S-locus glycoprotein, partial cds. (Sato
et al. 2002) --> Brs47

31: AB0O54060: Brassica rapa SL&2 nRNA for S locus glycoprotein, conplete cds.
(Hat akeyama et al. 2001) --> BrS22

32: AB054059: Brassica rapa SLXA4 nRNA for S locus glycoprotein, partial cds.
(Hat akeyama et al. 1998) --> BrS44

33: AB054058: Brassica rapa SLAO nmRNA for S locus glycoprotein, partial cds.
(Hat akeyama et al. 1998) --> BrS$S40
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34: AB013719: Brassica oleracea nRNA for SL&3Bol, conplete cds. (Kusaba and Nishio
1999) --> BoS23Bol

35: AB008190: Brassica rapa gene for SL&9, conplete cds. (Hatakeyana et al. 1998) -
-> BrS29

36: D85228: Brassica oleracea DNA for S glycoprotein, partial cds.(Kusaba et
al . 1997)

--> Bo-a

37: D85229: Brassica oleracea DNA for S glycoprotein, partial cds. (Kusaba et
al.1997) --> Bo-b

38: D85227: Brassica canpestris DNA for S glycoprotein, partial cds. (Kusaba et
al . 1997) --> Br-c

39: 719548: B.napus nRNA for S-locus glycoprotein type Il (Robert et al. 1994) -->
Bnl |

40: Y18261: Brassica ol eracea SLGB gene, partial (Cabrillac et al. 1999) --> BoSl5
41: Al K6- 2

42: Al K6- 3

43: Al K3-B

44: 1/ 85-E

45: 1/ 85-2

46: 6/ 85-2

47: 6/ 85-5

48: 8/ 85-D

49: 6/ 85-E

50: Start-A

51: Start-B

52: Start-C

53: Liropa-1

54: Liropa-3

55: Liropa-5

56: Liropa-6

57: Cat hy- 2

58: Cat hy- 4

59: Cat hy- 6

60: Local -B

61: Local - E

62: Rasnus- 1

63: Rasnus-5

64: Rasnus- 11

65: Rasnus- 16

66: Rasnus- 22

67: Rasnus- 23

68: Rasnus- 30

69: Rasnus- 34

70: Rami ro-5

71: d obal - A
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5. DISKUSE

Aminokyselinova sekvence gedlLG je vysoce polymorfni kromn12 cysteii, které
jsou gitomné vzdy v podobné pozici (Kusaba et al., 199%a velmi podobné&-haplotypy
byly nalezeny uB. oleracea a B. rapa (Kusaba and Nishio, 1999Rozpoznéavaci specifita
pylu byla prokazéna &e¢hto dvou drubh mezidruhovou hybridizaci nebo pomoci transgenoze
(Kimura et al.,, 2002; Sato et al.,, 2003). Kimura adt (2002) pedpoklada, Ze stejna
rozpoznavaci specificita se udrzela také po ¢erd €chto dvou drufi. U Brassica napus
jsou nejspiseS-alely v populaci konzervovany.ié€stoze je gerSLG vysoce polymorfni,
piitomnost jednotlivych tznych alel uB. napus v populaci je nizkd. Obeé&rse défici, Ze
neexistuje vyrazny rozdil mezi sekvencemi g&h@ tridy Il. Al linii a AK odradamitepky.

Podle fylogenetického stromu srovnavajiciho seke&h6 genu fidy 1. u B. napus
se sekvencentiLG genu tidy I. a Il. u fiznychB. napus nebo jejich pibuznych drufi, jako
je B. oleracea, B. rapa, Raplanus sativus, se zdaji byt &Si rozdily mezittidami S-haplotypi
nez mezi druhy samotnymi.¢které S-haplotypy zB.rapa a B.oleracea si zachovaly stejnou
rozpoznavaci specificitu j@Spo rozéleni druhi, coz je dikaz transdruhové evoluce Al gen
(Kimura et al., 2002). AlehSLG a SRK tridy Il maji z fylogenetického hlediska odlisny
puvod nez alelyifdy | (Hinata et al., 1995; Kusaba et al., 1997hd@bné pozorovani bylo
provedeno i UIBCR (Shiba et al., 2002).Skupina 5 a skupina 2 newyjkaadny rozdil mezi
sekvencemi gen@LG u Al a AK rostlinB. napus. Z tohoto by se dalo usoudit, &G gen
tividy 1. neni dilezity pfi autoinkompatibilni reakci. Bylo potvrzeno, Ze Sib@éni k Al reakci
nezbytré nutny (Takasaki et al. 2000).
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6. ZAVER

Sekvenci LG genu fidy 1l zB. napus byly srovnany se vSemi dostupnymi
sekvencemi genuS.G z databaze NCBI a nebyla nalezena Zzadna odliSmosti
autoinkompatibilnimi liniemi a autokompatibilnimddidamitepky. Po srovnani a ziskanych
9 .G sekvenci se zd4, &alely nejsou tak rozliSné uznych druli jako mezi dgéma tidami
genusLG.
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AFLP
ACGM
Al

AK
CAPS
CHA
CMS
DGMS
DUS
EST
GMS
GSl
MAS
PCR
QTL
RAPD
RFLP
RGA
RGMS
SCAR
SCR
SLG
SP11
SRK
SSR
STS

Amplified Fragment Lend®lolymorphism

Amplified consensus genekea

autoinkompatibilitaytoinkompatibilni

autokompatibilita, aldtompatibilni
cleaved amplified polypluc sequences
chemical hybridizing age

cytoplasmic male stéyili

dominant genic male sifgril
Distinctness, Uniforgnénd Stability
expressed sequence tag

genic male sterility

gametophic self-incatbpility

marker-assisted selection

polymerase chain reaction

guantitative trait loci

random amplified polymorphic DNA
restriction fragment length polypigism
resistance gene analog

recessive genic male sterility

sequence characterized amplifigtbre

Slocus cysteine-rich protein
Slocus glycoprotein
Slocus protein 11

Slocus receptor kinase

simple sequence repeat

sequence-tagged site
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