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Abstract

Molecular marker technics are effective tools in breeding process. The first using of
them was in second half of last century and now on, time is constanty developing and
improving. Possibility of their using in early stages of growing and development of plants
facilitates breeders selection suitable materials, curtailment breeding process and save time,
finance and next inputs. Interspecific crossing of Brassica oleracea and Brassica rapa led to
development of Brassica napus var. oleifera. Brasica napus is amphidiploid with open
pollination, it is naturally self-compatible (SC) plant but occasionally self-incompatible (SI)
plant also occur in oilseed rape cultivars. SI is a special system how plant protect fertilization.
In Brassicaceae tfamily, there is present sporophytical type of SI reaction. This type of SI
reaction is very fast and germination of pollen grains is blocked still on the stigma. In many
causes pollen doesn’t germinate but sometimes it is possible and subsequently the growing of
pollen tube through papillar cell is blocked. The reaction is controlled by a single multiallelic
locus — sterility locus (S locus). There were identified genes SLG, SRK, SCR/SP11 on S locus.
SLG and SRK are female determinant on the stigma and SCR is male determinant on the

pollen grains.

The aims of this PhD Thesis were: to find a marker gene connected with SI reaction in
order to select SI plant from segregating population of dihaploid breeding lines after crossing
of SI line with SC donor for quality traits (GSL content). The results of molecular analyses
were compared with outputs of phenotype (seed) test and were used for selection of new

SI donors.

The second aim was to identify different alleles of SLG gene in the group of selected
Czechoslovak, Czech and German oilseed rape varieties. The set of 32 German, Czech and
Czechoslovak varieties of oilseed rape was analyzed by PCR, PCR-RFLP and RT-PCR
techniques and different alleles were sequenced. The method of S haplotype determination
used to analyse SLG gene polymorphism is based on PCR. Our research goals were to detect
polymorphism and genetic structure of analysed varieties and SI/SC lines. We didn’t observe

significant differences depending up geographical origin of varieties. But we find out relevant



differences between individual oilseed rape varieties and lines. Regarding to the expression
level, we detected higher expression in generative organs and in later ontogenetic phases of
plant development. New alleles of SLG gene it was possible to isolate from the old varieties

of oilseed rape, where S-alleles screening have been not practiced yet.

The AFLP method was used for evaluation of genetic polymorphism in the set of 32
Czechoslovak, Czech and German oilseed rape varieties. Analysed varieties were divided into
two main classes according to geographical origin. Genetics distance of this group of varieties
is not large. It is probably caused by breeder’s cooperation on the small geographical area,
using small number of varieties and breeding material for crossing and producing new

cultivars.

The last aim was to find molecular marker of linolenic acid content in breeding
materials. The genetic reduction of linolenic acid level increased the quality of rapeseed oil.
The results demonstrated that linolenic acid content in rapeseed oil is under the genetic
control of a small number of genes. This acid plays a big role in process of photosynthesis and
its content is in range 6 — 12%. We used RAPD as molecular markers for selection of
desirable plants with low content of linolenic acid. We analysed set of special breeding
materials, originating from twelve crossings of offsprings of parental lines with low content of

linolenic acid and line or variety with normal content of linolenic acid.
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2. Uvod

Repka je bezesporu nejvyznamnéjii olejninou Ceské republiky. Dlouhodobé se také
fadi mezi nejlépe financné¢ zhodnotitelné plodiny na nasem trhu. Je vyznamnym
prerusovatelem sledu obilnin v osevnim postupu a diky svému rozvétvenému kofenovému
systému i vhodnym cinitelem pro udrZeni dobré struktury pady. Diky mnozstvi poskliziiovych
zbytkl, které se drti a zapracovavaji do pudy, dochéazi k jejimu obohaceni Zivinami a fepka je

tudiz dobrou predplodinou (Baranyk et al., 2007).

Ve svétovém meéftitku ziskala fepka vyznamné postaveni mezi olejninami a v soucasné
dobé se fadi jiz na druhé misto hned za soju (FAO, 2008). V Evrop¢ je fepka olejninou
nejvyznamnégjsi, nebot’ z celkové plochy olejnin 10,8 mil. ha tvoii 6,5 mil. ha pravé fepka
(Potmeésilova a Adamec, 2009). Jeji vyznam vzrustd spolu s narlstajicimi cenami ropy.
Stoupaji 1 pozadavky na mnozstvi a kvalitu oleje, ale 1 aditiv ptfiddvanych do paliv

motorovych vozidel 1 na jeji vyuZiti primyslové (Baranyk et al., 2007).

Repka patii mezi zemé&délské plodiny s pom&mé kratkou $lechtitelskou historii. Jako
kulturni plodina pé€stovana pro olejnata semena se vyskytuje v Evropé od 16. stoleti, ale podle
Otty (1888-1909) s dalSimi udaji podle Kodyma (1869) se do Rakousko—Uherska zavedlo
pestovani fepky koncem 18. stoleti z Nizozemi, za¢atky intenzivnéjSiho prosSlechténi a vyuziti
v potravinaistvi se datuji az od 19. a 20. stoleti (Fabry et al, 1992). V Cechach se jeji
pestovani ujalo hlavné v letech 1820 — 1839. Kolem roku 1890 zacal v disledku vyuzivani
jinych pfirodnich zdroji energie jako plynu, petroleje a dalSich ropnych produktd, pokles
osévanych ploch a pokracoval jeste v dobé mezivalecné, kdy téméf ustalo jeji pestovani.
Masivni nariist ploch zacal za 2. svétové valky, kdy v dasledku blokady kontinentu doslo
k poklesu trovné zivocisné vyroby a nedostatek tukii se feSil péstovanim olejnin zejména
fepky a slunecnice. Mezi roky 1945 a 1975 se péstovala tato plodina na vymeérach od 18 do 37
tis ha (Fabry et al., 1992). V roce 1983 byl zaveden tzv. Systém vyroby fepky (SVR). Ten
kodifikoval péstovani fepky, aby doslo ke snizeni zaordvek vlivem tzv. vyzimovani a zni¢eni
porostil Sktdci a ke zpiesnéni hnojeni dusikem. V této dobé doslo k velkému rozvoji jejiho
péstovani. V 90. letech se zaCala tepka vyuzivat i mimo potravinaiskou oblast jako

energetickd surovina a od roku 2000 se stala nejvyznamnéjsi exportni komoditou rostlinné
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vyroby CR (Vasék et al., 2000). Pro podporu &eského §lechténi fepky bylo koncem 90. let 20.

stoleti zaloZeno konsorcium Ceska fepka (Kudera a Vyvadilova, 2003).

Cilenym Slechténim bylo dosaZeno zasadni zmény sloZeni oleje a tim 1 jeho pfevedeni
z kategorie nejedlé¢ho oleje vhodného jen pro technické ucely, na olej potravinaisky s vhodnou
skladbou mastnych kyselin, ktery v mnohém pied¢i 1 velmi kvalitni olej olivovy (Baranyk et
al., 2007). Zvyseni kvality oleje s sebou pfineslo 1 zvySeni osevnich ploch a zvétSeni vyznamu
fepky jako zem&dé&lské komodity. K 6. 9. 2011 se stav sklizn& v CR pohyboval na arovni vice

nez 370 tis. ha péstované fepky pii primérném vynosu 3 t/ha.

Rozsah porovnavani genetické variability Slechténych plodin je relativné nizky

v porovnani k celkové genetické informaci jednotlivych rostlin. I kdyz fepka olejna patii

do skupiny relativné pozdé€ zkulturnélych rostlin (Soltis et al., 1998), jeji Slechténi se spolu
s dal§imi brukvovitymi olejninami v poslednich n€kolika desetiletich velmi zintenzivnilo,
snizila geneticka zakladna odrud fepky, tato zména distribuce znaki se projevila v celé oblasti
Slechténi fepky a znesnadnila charakterizaci odriid. Obdobna situace je i1 u dalSich
zem&délskych plodin hodnocenych rovnéz na zédklad¢ fenotypového charakteru, kdy se
registrace a ochrana Cistoty odrid spoléha také jen na nemnoho morfologickych znaki

(Nielsen, 1985; Lombard et al., 2000).
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3. Cile prace a hypotézy

Tato prace se zamé&fuje na oveéfovani markerovacich systémt, ale i na hledani novych

markerd vyuzitelnych ve slechténi fepky olejné.
Vlastni prace méla Ctyfi cile a jim odpovidajici hypotézy:

1. Vyhledavani Al rostlin v souboru specidlnich Slechtitelskych linii vzniklych na
zakladé kriZeni donorii Al a donoru kvality na zakladé molekularni analyzy genu SLG 1.
Identifikace alel genu SLG I a hodnoceni stability markeru v souboru Slechtitelskych

linii.

Hypotéza: Marker zaloZeny na genu SLG I je spolehlivym markerem pro urcovani
autoinkompatibilnich rostlin v jakémkoli souboru rostlin repky olejné. Molekularni marker
pro detekci Al rostlin je jednoznacny, presny a neméni se v zavislosti na pouzitém materialu

ani na case.

2. Vyhledavani novych zdroji autoinkompatibility a dalSich alel genu SLG 1

v ramci souboru ¢eskoslovenskych, ¢eskych a némeckych odruad.

Hypotéza: Je znamo, Ze zpusob Slechténi cistych inbrednich linii neumoziuje, ba
primo zabranuje vyskytu autoinkompatibilnich rostlin, nebot’ jsou pro tento zpiisob smer
Slechténi nezadouci. Toto Slechteni se provadelo nekolik desitek rokit a doslo tak ke snizeni
poctu alel, které se v soucasnych modernich odriidach nachadzi. V ramci souboru starych
odrud se bude vyskytovat velké mnozstvi ruznych S alel a naopak v souboru modernich odrid

bude patrny jejich vyrazny ubytek.

3. Stanoveni miry podobnosti ¢eskoslovenskych, ¢eskych a némeckych odrid.

Hypotéza: Predpokidada se, Ze odrudy pochazejici ze stejné oblasti Slechténi, budou

vwkazovat vysokou miru podobnosti.
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4. Testovani markeru pro rozliSeni rostlin s riiznym obsahem Kkyseliny linolenové.

Hypotéza: Molekularni marker umozZnujici roztiideni rostlin s riuznym obsahem
kyseliny linolenové (snizenym a béznym obsahem kyseliny linolenové) je dostatecné citlivy a

umoznuje bezpecné rozpoznani a odliseni donorii téchto znakaii.
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4. Literarni prehled

V literarnim piehledu jsou shrnuty dostupné informace o fepce jako rostling, jejim
pestovani, Slechténi, ale i nejnovejsi poznatky tykajici se hledani molekularnich markerii a

jejich vyuziti ve Slechténi fepky olejné v posledni dobg.

1. Charakteristika rostliny z pohledu genetiky

Pivodni vyskyt fepky je vazéan na sttedomotské genové centrum spolu s brukvi zelnou
a fepici ladni. Repka se péstuje ve dvou poddruzich: Brassica napus L. subsp. napus, brukev
fepka olejka a Brassica napus L. subsp. rapifera Metzger, brukev fepka tufin (Hejny a Slavik,
1992). Je tazena do rodu brukev (Brassica) a spolu s dal$imi asi 170 rody a 2000 druhy do
celedi brukvovitych (Brassicaceae) (Diepenbrock et al., 1999). U tfepky nebyl nalezen plany
piedchiidce (podobna situace je 1 u kukufice). Jde fylogeneticky o velmi mlady a dosud
znacn¢ proménlivy a vitalni druh, ktery vznikl jako amfidiploid s 2n = 20 chromosomy ve
slozeném genomu AACC po spontannim ktizeni brukve zelné (Brassica oleracea) s 2n = 38
chromosomy s genomem AA a fepice ladni Brassica rapa L., syn. Brassica campestris
oleifera (DC.) Metzger) s 2n =18 chromosomy a genomem CC (Schwanitz, 1967; Fabry
et al., 1992; Labana a Gupta, 1993; Murphy, 1994). Schéma ptavodu fepky viz obr. €. 1.

Obr. €. 1: Schéma pavodu fepky (upraveno dle Fabry (1992).
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Rod Brassica obsahuje podle Currana (1962) asi 50 druhd, o kterych se soudi, ze

vznikly ze spolecného predka s 10, ptipadné 8 ¢i 12 chromosomy.

Kulturni druhy rodu Brassica se podle poctu chromosomii rozdéluji do tfech
zakladnich skupin s genomy oznacovanymi jako A, B, C. U monogenomickych druht se
na zékladé chovani chromosomu v pribéhu mitdzy, na zdkladé cytologickych studii, uvazuje
o jejich spole¢ném nyni uz vymizelému piedkovi se zakladnim chromosomovym ¢islem x = 5
nebo 6, coz je jeSt€ méné neZz piedpokladal Curran vroce 1962. Zéikladni druhy
pravdépodobné vznikaly ztohoto pfedka procesem autopolyploidie ndsledované eliminaci
nc¢kterych chromosomti a strukturdlnimi prestavbami genomu (Downey et al., 1980;
Robbelen, 1985; Labana a Gupta, 1993). Tuto domnénku o hybridnim piivodu poprvé potvrdil
U (1935) a Slechtitelskymi a hybridizaénimi experimenty byla potvrzena Frandsen (1943,
1947). Konecny a uceleny obraz vzniku tohoto druhu byl podan na zdkladé¢ molekularné
genetickych analyz, pomoci RFLP analyzy jaderné DNA, cp DNA a mtDNA (Song a Osborn,
1992) nebo na zakladé RAPD markerti (Demeke ef al., 1992).

V soucasné dobé je zejména v zahrani¢i ve Slechténi mimo jiné vyvijena snaha o
vyuziti resyntetizované rostliny fepky zpivodnich rodiCovskych forem, zejména jako
Slechtitelské strategie pro rozsifeni genetické variability ve Slechténi fepky (Schenck a Wolf,

1986; Sundberg a Glimelius, 1986; Akbar, 1989; Chen a Heneen, 1989).

2. Péstovani repky
Pomineme-li zafazeni fepky v osevnim sledu, vysévané mnoZzstvi semen a dalsi

agrotechnické zasahy a terminy, miizeme péstovani fepky rozd¢lit na dva hlavni sméry:

Kvalita produkovaného oleje

Nejprve se péstovaly odrady fepky s vysokym obsahem kyseliny erukové (KE) a
vysokym obsahem glukosinolati (GSL). V 70. a 80. letech se zacaly péstovat odrudy
se snizenym obsahem KE ale nesnizenym obsahem GSL tzv. ,,0“ odridy. Pak nasledovaly

,,00° odridy se snizenym obsahem KE do 2% a GSL do 25 umol.g"' semene. V soudasnosti se
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Slechti tzv. ,,000° Zlutosemenna fepka s minimalnim obsahem KE a snizenym obsahem GSL a
se snizenym obsahem vlakniny v semeni z cca 12 na 6 %, dale se pracuje na ,,0000%, kde je
redukovany i obsah nestabilni kyseliny linolenové. V omezeném rozsahu se zacaly péstovat
i odridy ,,EO* s vysokym obsahem KE nad 50% a snizenym obsahem GSL pro primyslové
ucely. Jejich péstovani je vSak diskutabilni, protoze je velmi tézké zabezpecit dikladnou
izolaci od odrtad péstovanych pro potravinaiské ucely. V posledni dob¢ uz vyvoj pokrocil az
k transgennim neboli geneticky pozménénym odriddm s geny rezistence proti herbicidim

(Baranyk, 2000).

Péstovani odrid riznych genetickych typi podle vyvoje urovné Slechténi

Vyvoj Slechténi fepky postupoval od krajovych odriid ptes syntetické populace
k liniovym odriddm, kde se vyuzivalo 60% podilu samosprasnych rostlin. Soucasné
s liniovymi odrtidami probihd intenzivni §lechténi hybridnich odriid zejména na bazi samci a
cytoplazmatické samci sterility. V soucCasnosti se vyviji i nové typy odrad a to transgenni a
noveé 1 hybridni transgenni odridy, které by mély byt vrcholem Slechtitelského snazeni. (Vasak

et al., 1997; Baranyk, 2000).

3. Slechténi fepky olejné
Slechténi novych odriid bylo a stale je primarné zaméfeno na zvyseni vynosu i kvality,

postupné se vsSak ptidavaly dal§i znaky jako zvySeni odolnosti chorobdm a Skldcim.
Hodnoceni a identifikace odrid a Slechtitelskych materialti probihala standardné na zakladé

morfologickych znaka.

Zprvu se pfi tvorbé novych odrid pouZzivala metoda vybéru, posléze se k ni ptitadila i
metoda kiizeni, ndsledné ustalovani znaku a oddélené¢ péstovani vybranych jedinc.
V soucasnosti se pouziva n¢kolik zptsobu Slechténi novych odrid fepky olejné, a to liniové
Slechténi anebo Slechténi hybridni. Pfi tradicnim liniovém Slechténi vznikaji kvalitni odridy
s dobrymi vlastnostmi vhodnymi pro rGzné péstitelské oblasti a cile péstovani, ale i
komponenty pro tvorbu odrtid hybridnich, nevyhodami vytvareni tohoto typu odriid mtize byt
nizka navratnost nakladii z pohledu Slechtitele. Liniové odridy si své dobré vlastnosti

zachovavaji 1 pfi presévani, a tudiZ mohou péstitelé vyuzivat k seti bez vétSich obtizi 1 tzv.
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farmaiské osivo, tj. osivo z predchozi vlastni sklizn€¢. Naproti tomu u hybridnich odrtd toto

neni mozné, nebot’ u hybridnich odrid se vyuziva heter6zniho efektu v F1 generaci, ktery je

charakterizovan napf. vyraznym zvySenim vynosu a vitality (viz tab.C.1.), jez se vSak

v nasledujicich generacich postupné snizuje, az se vytrati, proto je nezbytné neustile

obnovovat podminky pro jeho maximalni projev (Hraska et al., 1989; Chloupek, 2000).

Tab. €. 1: ZvySeni Grovné rtznych znakl vlivem heteroze u fepky ozimé (Paulmann, 1999; in Koprna, 2007)

Pro dosazeni heter6zniho efektu je potfeba neustila tvorba nového hybridniho F1

osiva kiiZzenim vhodnych rodic¢ovskych komponentt. V hybridnim §lechténi se k ziskani osiva

vyuziva n¢kolika systému, které jsou popsany v tabulce ¢.2.

Tab. €. 2: Pfednosti a nedostatky hlavnich hybridnich systém pouZivanych pfi Slechténi fepky olejné
(upraveno podle Winkelmana et al., 1998 a Psoty, 2000) in Koprna, 2007.

Systém OGU/INRA | OGU/INRA | OGU/INRA SEEDLINK MSL Autoinkom-
3 liniovy restaurovany | AGREVO Lembke patibilita(AI)
Puavod/postup | fuze bunééné | flize bunécné | fize bunééné | genové spontanni spontanni
protoplasmy protoplasmy | protoplasmy transformace mutace mutace
Typ
70-80%
sterilni S S hybrida F hybrid 100% F hybrid | 100% F hybrid | 100% F hybrid | 100% F hybrid
20-30%
fertilni F opylovace opylovac
Pokrok ve
Slechténi bézny bézny bézny rychly pomaly bézny, pomaly
Vyuziti INRA-
systému INRA-Scarsen | Scarsen INRA-Scarsen | Aventis NPZ (maly vice zdroji Al
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(velky  pocet | (velky pocet
linif) linii) pocet licenci)
Priklady
odrad Synergy, Betty | Embleme Extra, Vectra | unés Balur, Talent, | zatim nejsou
Pronto,
Executive neregistrovany | Kapitan, Artus
Obnova spolehliva
fertility
(maélo
o o spolehliva) spolehliva spolehliva spolehliva
Niéklady na
vyrobu osiva | bézné bézné bézné nizké vysoké bézné, vysoké
kvalitni
Specifické obnovitel aceptovatelnost | udrzovatel
problémy opyleni opyleni fertility GMO samci sterility | kvalita semen

Jsou znamé jesté dalsi systémy tvorby hybridnich odriid objevené zejména v Cing, ale

jejich pouziti je zatim jen okrajové (Koprna, 2007).

4. Zptsoby identifikace odrad

Cilené Slechténi s sebou pfineslo riziko ziZeni genetické zakladny kulturnich rostlin a
muze se tedy s jistotou ocekavat zvyseni obtiznosti identifikace jednotlivych odrid fepky na
zdkladd jejich fenotypu. Inspektoti UKZUZ se spodobnou situaci potykaji uz i pii
registracnich zkouSkach a DUS testech (Distinctness Unifomity Stability tests) pro pravni
ochranu u nové vyslechténych odrid, kdy se pro urceni odriild pouziva omezeny pocet
morfologickych znakii (UPOV, 2002). A to pii soucasném trendu neustile se zvySujicim
poctem noveé piihlaSovanych odrid, tuto situaci zhorSuje natolik, Ze je z dlouhodobého
hlediska neudrzitelnd. Rozpoznavéani odriid na zékladé morfologickych znakl je v mnoha
pfipadech nemozné. Ke zvySeni u¢innosti registracniho fizeni jsou proto pozadovany stale
nové metody testovani (Curn a Zaludova, 2007). Nejprve se k doplnéni morfologického
zpusobu odrtidové identifikace pfifadily isozymové analyzy (Aras et al., 1982, 1983). Tyto
analyzy umoznuji vétsi pfesnost pozorovani genotypu odridy, nevyhodou je omezeny pocet
isozymovych markert (Arus et al., 1985, 1991). Ze ziskanych poznatkii vyplyva, Ze
ke zptesnéni DUS testli by mohlo dojit pouzivanim DNA markera (Ainsworth a Sharp, 1989,
UPOV, 2002), kter¢ mohou odradu ur¢it mnohem piesnéji, rychleji a efektivnéji. Tyto typy

markert se vyuzivaji napt. i k vyhodnoceni genetické diverzity uvniti rodu brukev (Brassica)
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(Alphey, 1997; Snowdon, 2004). Molekularni markery se vSeobecné mohou pouzivat jako
potencialni techniky ptesného urceni jednotlivych odrid. Ve srovnani s morfologickymi
znaky maji tyto markery mnoho vyhod a jsou uspé€$né pouzivany pii uzndvacim fizeni,
pfiurovani pravosti odriid, kontrole odriidové cistoty hybridnich odrid (Marshall et al.,
1994), ale i detekci transgentt (Hajkova et al., 2005). Relativné vysoky pocet riznych
molekuldrnich technik a postupii je dostupny pro rostlinou genotypizaci. Markerovaci
systémy se odliSuji v obsahu informaci, poctu vyslednych polymorfismi, stupni automatizace,

pracnosti a vysi finanénich nakladt (Curn a Zaludova, 2007).

K udrzovani vysoké urovné registracniho testovani a zachovani jeho hlavniho poslani
jsou pomoci molekularnich markert ziskdvany nové popisné charakteristiky jednotlivych
odrid. Ackoli jsou v soucasné dob¢ dnes testovany rizné morfologické a kvalitativni znaky
1 vynosové charakteristiky pro ochranu odriid (ISTA a UPOV), k udrZeni u€innosti registrace
a testli odliSnosti se neustdle vyvijeji nové markery. Garanci kvality novych odrid zejména
pro zemédélce a prodejce zajistuji DUS zkouSky, pro stanoveni odlisitelnosti (disctinctness),
jednotnosti (uniformity) a stalosti (stability). Problematika urcovani stalosti, uniformity a
jednozna¢né identifikace odrid je rovnéz dilezita pti ochrané samotnych $lechtiteld (UPOV,
2002). Tato problematika je upravovana umluvou UPOV zroku 1991, kde se odvozenymi
odridami rozumi odridy pochazejici a udrzujici genotyp stavajicich odrid, které jsou jasné
charakterizované fenotypovymi znaky, jako jsou jednoduse geneticky zalozené znaky. Tento
pohled na danou otdzku se vSak méni s nastupujicim vyvojem technik genovych manipulaci a
GMO technologii, jez umoziuji cilené vneseni genu do jiz existujiciho genotypu (Ondfej a

Drobnik, 2002).

U vétsiny druhli se stavajici DUS testy spoléhaji jen na klasické porovnavani a
vyhodnocovani morfologickych znaki mezi sledovanymi odridami a jiz registrovanymi
odridami (vybrany vzorek nejlepSich odrid). Testovaci protokol ma urcity pocet limitujicich
faktori. Pro protokol DUS testli je zekonomickych divodi vyzadovan jen minimalné
nezbytny pocet opakovani (dvé lokality a dvé opakovani na lokalitu podle norem EU), ktera
vsak nevedou k odpovidajicim vysledkiim, ale pouze k ptibliznému odhadu interakei mezi
genotypem a prosttedim. Zminované interakce mohou byt dulezité pro pouzivani
morfologickych znaka, nebot’ jejich projev je piimo ovlivnén pfirodnimi 1 péstebnimi

podminkami. Testované odriidy jsou proto porovnavany s kolekci registrovanych odrid, kteréd
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se rok od roku zvétsuje (Curn a Zaludova, 2007). K doplnéni morfologickych znakd jsou
vyuzivany isozymové analyzy, jez mohou byt také zahrnuty do DUS testii. V 80. letech
minulého stoleti byla vétSina isozymu a zasobnich proteinti zkouSena mimo jiné jako vhodny
markerovaci systém pro odridovou specifikaci u riznych druhti hospodaiskych plodin, mimo
jiné tfepku olejku (Curn a Sakova, 1997; Gupta a Robbelen; 1986, Miindges et al., 1990).
Analyzy isozyml umoziuji ptesnéjsi pozorovani genotypu odrtdy, ale nevyhodou je omezeny
pocet isozymovych markerti. Dalsi nevyhodou biochemickych markerti u odrid fepky se zda
byt jejich relativné nizka troven polymorfismu (Lee et al., 1996), nejpravdépodobnéjsim
vysvétlenim tohoto jevu je vysokd uroven genetické podobnosti modernich odrtid. Isozymy
vSak mohou velmi dobfe odliSit fepku od ostatnich brukvovitych (Brassica oleracea,
Brassica rapa atd.), ale pro identifikaci jednotlivych odrid fepky je potieba vyuzit

doplitkového markerovaciho systému pro piesny popis odriid (Curn a Sakova, 1997).

5. DNA markery pouzivané ve slechténi repky
DUS testy mohou zlepSovat a zpiesiiovat své vysledky pouzivanim DNA markera,

které jsou ucinngj$i a po finanéni strance efektivnéjsi. Molekuldrni markery mohou byt
vseobecné a spolehlivé pouzity jako potencidlni techniky identifikace odrid. Ve srovnani
s morfologickymi znaky maji molekularni markery nesporné vice vyhod. Jejich projev je
nezavisly na ptirodnich podminkach, a tudiz odpadd zdlouhavé sledovani pribéhu ristu a
potencidlni pocet vyuzitelnych genetickych markeri neni téméf limitovdn ve srovnani
s isozymy. Molekularni markery jsou s ispéchem pouZzivany pfi registracnim fizeni jako napf.
pti identifikaci odrid (Mailer et al., 1994) nebo pti kontrole odridové Cistoty u hybridnich
odrad (Marshall et al., 1994).

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) analyza byla prvnim molekuldrné
markerovacim systémem a uplatnila se pii urcovani zakonitosti polymorfismi DNA uvnitt
celedi brukvovitych ale 1 mezi jejimi jednotlivymi zastupci (Figdore et al., 1988; Dos Santos
et al., 1994; Halldén et al., 1994; Boyes et al., 1997). Nicméné cely proces probiha
v laboratofi a je velmi naro¢ny na finance i pfistrojové vybaveni laboratofe, a proto je jen

malo mist, kde se tyto analyzy v soucasnosti provadi.
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Nov¢jsi DNA markery zalozené na PCR technologii (Mullis, 1994), ktera je
jednodussi, rychlejsi a nevyzaduje takové mnozstvi vysoce kvalitni DNA, jsou jiz Casto

vyuzivany pro rutinni uréovani odrad (Fisher ef al., 1996; Snowdon, 2004).

Jednou z prvni metod, pouzivanych pro identifikaci a rozliSeni odrid fepky byla
technika RAPD markerd. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), tato metoda
dovoluje pouzit Siroké spektrum markerti, zejména pfi testovani PCR reakce s vét§im poctem
oligonukleotidovych primera s libovolnou sekvenci (Williams et al., 1990). Velkou vyhodou
RAPD je jejich jednoduchost, rychlost, potieba malého mnozstvi genomické DNA a testovani
muze probihat i bez pfechozi znalosti sekvence (Micheli et al., 1994). RAPD analyzy byly
Siroce vyuZzivané ke zjiStovani polymorfismi u rtiznych druhi brukvovitych (Jain et al., 1994;
Kresovich et al., 1992; Mailer et al., 1994; Javidfar et al., 2006). Urovei genetického
rozliSeni RAPD markert je ekvivalentni RFLP pfi urceni genetickych ptibuznych vztahi mezi
liniemi Brassica oleracea L. a B. napus L. (Dos Santos et al., 1994; Halldén et al., 1994).
RAPD markery byly uspésné pouzivany v genetickém fingerprintingu, pii analyze odrad
riznych druhti rodu Brassica, ale i mezi nimi samymi (Demeke et al., 1992; Jain et al., 1994).
Dale jsou vyuzitelné pti analyze pavodu (Scott er al., 1992; Lerceteau et al., 1997) a
genetickém mapovani (Reiter et al, 1992; Uzunova et al., 1995; Sharma et al., 2002),
odridové¢ identifikaci a detekci genetické Cistoty hybridnich odriid (Delourme et al., 1994,
1998; Ilbi, 2003), identifikaci alel pro autoinkompatibilitu a detekci skrytych S alel
(Delourme et al., 1995; Pomper et al., 1998) dale pii analyzach rostlin s riznym slozenim
oleje (Hu et al., 1995; Sharma et al., 2002; Javidfar et al., 2006). Nevyhodami RAPD metody
je jejich malé opakovatelnost, nizk4 reprodukovatelnost vysledkd, ale i dominantni charakter
markeru, proto se vyuZzivaji i dal$i metody molekuldrniho markerovani, jako jsou napf.

mikrosatelity (SSR).

Mikrosatelity a techniky SSR (Simple Sequence Repeats) jsou kodominantni markery
zalozené na vysoké Urovni polymorfismu (Grist et al, 1993; Morgante a Olivieri, 1993;
Charters et al, 1996, Cardle et al., 2000; Lydiate a Sharpe 2003), fidici se jednoduchou

Mendelistickou dédivosti, také konzervativnosti pro tzce ptibuzné druhy (Pilinsky et al.,
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2011) a ocekava se od nich vyssi odliSovaci schopnost odrid (Chevre ef al., 1991). Ac¢koliv je
vyvoj mistné specifickych oligonukleotidovych primerti velmi zdlouhavy a financné naroc¢ny,
byla objevena tada specifickych primerovych pard. Velmi cenéné byly tyto vzniklé pary
primerti pfi identifikaci jednotlivych odrid (Kresovich ef al., 1995; Szewc-McFadden ef al.,
1996; Uzunova a Ecke, 1999; Tommasini et al., 2003; Lowe et al., 2004).

Dalsi alternativou molekularniho markerovani mtze byt metoda AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism). AFLP analyza je technika, pomoci niZ jsou amplifikovany
specifické fragmenty z celkového mnozstvi DNA (Vos et al., 1995) a v identifikaci odrad se
ukazuje byt naprosto pielomovou technikou (Powell et al., 1996). Poskytuje Siroké spektrum
markert (pouZzitych v jednoduchych reakcich) bez ptedchozi znalosti sekvence (Vos et al.,
1995). Technika AFLP je Gispésn¢ aplikovana i pro zjiStovani vnitrodruhové a mezidruhové
genetické diverzity (Weising et al., 2005). V porovnani s metodou RFLP, ktera poskytuje
nizkou uroven polymorfismu mezi odridami (Diers a Osborn, 1994), je AFLP velmi Zadanou
kvalitativni metodou pro identifikaci odriid (Curn et al., 2002), a to i pro doplnéni DUS testii
provadénych na fepce. Vysledky AFLP analyz, jakoZto néstroje pro identifikaci odrid fepky,
jsou jedny z nejzadanéjSich v porovnani s dal§imi dostupnymi technikami (Das et al., 1999;
Lombard et al., 2000). Diky specifikim AFLP analyzy poskytuje tato metoda vysoky
multiplexor koeficient, ktery je uréeny pomérem poctu informacnich bodii na experiment
(Powell et al., 1996). AFLP markery se mohou vyuzivat i pfi testovani Rf genti u dominantni

genetické pylové sterility (Hong et al., 2006; Xu et al., 2009).

PCR-RFLP (CAPS) metoda zjiStuje sekvenéni polymorfismus PCR fragmenti
(Koniecny a Ausubel, 1993). Udavd moznosti rozliSeni rtiznych alel jednoho genu nebo i
nekodujicich usekd, které se mohou vyuzivat jako marker. Princip metody spoc¢iva v PCR
amplifikaci specifického fragmentu DNA, ktery se §tépi restrikéni endonukledzou, a nasledné
jsou vyhodnocovany délky wvzniklych fragmenti. Rozpozndvaci misto pro restrikéni
endonukledzu by se mélo nachazet v odliSné nukleotidové sekvenci tak, aby se od sebe
oddé¢lily dva useky DNA, lisici se byt jen v jediné bazi. Cilem je dosazeni maximalni Grovné
polymorfismu. Vznikaji fragmenty rtizné délky, které jsou separovany na agarosovém gelu a

vyzualizovany. Postupné se vyuZzivad nckolik endonukledz, aby bylo mozné dosdhnout, co
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nejvyssi miry a spolehlivosti odliSeni. Vyhodou metody je piesné zjisténi mista mutace, ale i
jeji relativni financéni a ¢asovd nenarocnost. Nevyhodou miize byt relativné nizka detekce
mutaci zavisla na poctu pouzitych restrikénich enzymu (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).
PCR-RFLP je dal$i metodou, kterd poskytuje dostate¢ny polymorfismus a je mozné jeji
vyuzivani pfi studiu diverzity v ramci ¢eledi napt. brukvovitych, ale je vyuzitelna i pfi studiu
jednotlivych genii a hledani jejich alel, poznavani starych nebo hledani novych alel.
V hybridnim S$lechténi se vyuZziva této metody pii hledani obnovitelt fertility a udrzitelt

sterility (Zhang et al., 2008).

Sluc¢ovani vysledki jednotlivych metod pouzitych pfi markerovani poskytuje potiebné

informace pro tvorbu molekularnich map (Foisset et al., 1996).

6. Charakteristika systému zabranujicich opylovani
V soucasné dobé je nejvyznamnéjSim zpisobem Slechténi hybridni, ru¢ni kastrace je

velmi pracnd a pifi sou¢asném mnozstvi matriali témef nemyslitelna, jsou pouzivany systémy,

které ji pIn€ nahrazuji.

Mechanismy Fizeného opylovani

U fepky olejné se vyuZiva nékolika systému zabranujicich samospraseni a to jaderné samdi sterility (GMS),
genoveé-cytoplasmatické formy pylové sterility, cytoplasmatické formy samdi sterility (CMS) a
autoinkompatibility (Ondrej a Drobnik, 2002).

Genetika pylové sterility a jeji vyuziti ve Slechténi fepky

Pylova sterilita se projevuje nejcastéji deformaci prasnikli az jejich zakrnénim, nékdy

je jejim projevem také nezivotny pyl.

Jadernda samdi sterilita

Jaderna samci sterilita je zpravidla recesivni a je sporofytického typu. Linie s pylovou
sterilitou, homozygotni pro recesivni gen, se udrzuji kiizenim pylovée sterilnich rostlin
s fertilnimi (Ondfej a Drobnik 2002). Polovina rostlin je pak pylové sterilni, druhou polovinu
tvofi heterozygoti, které je nutné, ale velmi slozité, z matefskych linii odstranit

(Tuetal., 1999).
Transgenni pylova sterilita

Jadernd samci sterilita miZze byt navozena také pomoci genového inZenyrstvi

vnesenim transgenu. Pylova sterilita podminéna transgenozi je rovnéz sporofytického typu,
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ale je oproti ptirozené dominantni. U fepky je tento systém predstavovan systémem barndza —
barstar. Barndza je extracelularni RNaza z bakterie Bacillus amyloliquefaciens. Vyuziva se
zde kodujici sekvence genu pro barndzu, fizené promotorem specifickym pro tapetum.
Tapetum obklopuje pylovy vacek, v némz jsou pylové mateiské bunky a pozdé€ji vyvijejici se
pylova zrna. Tapetum pozd¢ji degraduje. V dobé¢, kdy jsou vyvinuta zrald pylova zrna, tedy
tapetum uz v prasniku neni. Tapetum produkuje fadu proteinti, které bud’ napomahaji vyvoji
pylu, nebo se stavaji komponentami vnéjSich stén pylovych zrn. Protoze byla zjiSténa tato
diilezitost tapeta pii vyvoji pylovych zrn. Byl zvolen jako promotor (nazvany TA29) pro gen
barndzu. A tento gen pak podminuje uplnou pylovou sterilitu rostliny. V nésledujici generaci
je vsak nutné sterilitu odstranit, coz zajiStuje gen barstar, se stejnym promotorem jako
barndza, nebot’ je specifickym inhibitorem barndzy. Matefskd transgenni linie obsahuje
transgen barnazu vytvatejici pylovou sterilitu a otcovskéd transgenni linie obsahuje transgen
barstar obnovujici pylovou fertilitu. Po zkiiZeni téchto dvou transgennich linii, vznika pylové

fertilni heterozygot (Ondiej a Drobnik 2002).

Genové - cytoplasmaticka sterilita

Genove - cytoplasmaticky typ pylové sterility je podminény ucinkem specifickych
jadernych genu (rfrf) pfitomnych v ,,S“(sterilnim) typu cytoplasmy. Napi. MSL (Male
Sterility Lembke) — je systém sam¢i sterility nalezeny jako spontanni mutace v némecké firmé
Norddeutsche Pflanzenzucht v roce 1982 (Frauen a Paulmann 1999). Tento systém se sklada

ze ti1 komponentti (Noack et al.1999):
a) sterilni matetska linie produkujici posléze hybridni osivo
b) fertilni udrzovatel sterility slouzici k namnoZeni sterilni matet'ské linie

c¢) obnovitel pylové fertility vyuzivany jako otcovska odrida

Cytoplasmaticka sterilita
Cytoplasmatickych typt pylové sterility se u fepky vyskytuje nékolik, které maji
pivod ve vnitrodruhovém i mezidruhovém kiiZeni, pfipadné ve spontdnni mutaci. V literatuie

v

je popsano 7 typt. Nejvyznamnéjsi jsou vsak 4 typy:
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ozimé a jarni fepky s polskou odriadou ,,Bronowski®“. Sterilitu pylu kontroluji dva jaderné
geny (rflrfl, rf2rf2). Systém je vSak nestaly, podléhd vlivu teploty vzduchu. Byl poprvé
popsan Thompsonem v roce 1972, stejny typ objevili Shiga a Obkawa. N¢kdy je proto tento
systém nazyvan téz Shiga — Thompson (Bartkoviak — Broda, 1991). Podobny je svym
projevem a nestalosti typ CMS cam, oznacovany také jako ,,japonsky*, pochézejici z druhu

B. campestris. Je geneticky shodny s prvnim typem a souvisi s genomem BB.

CMS pol — objeveny v populaci jarni fepky ,,Polima*“, ktery je geneticky podminény

genotypem rfrf. Jsou znamy i obnovitelé s Rf geny. Je méné¢ stabilni. (Barsby et al., 1987)

CMS jun — pochazi z kolekce odrtid druhu B. juncea, vyznacuje se vysokou stabilitou

a moznosti obnovy fertility.
CMS ogu — pochazi z japonské fedkve druhu Raphanus sativus (Ogura, 1968).

Do fepky byla pfenesena mezirodovym kiizenim po pienosu jadra druhu B. oleracea do

cytoplasmy druhu Raphanus sativus.

V Némecku byla popsana pylové sterilni linie fepky vybrand z polské odrady
,<Jampol“. Tento typ je kontrolovdn dominantnim genem Msj a je pomérné stabilni i
v rozdilnych podminkach. V Ciné byly nalezeny zdroje pylové sterility ve starych krajovych

odradéch a jsou vyuzivany k produkci dvouliniovych hybrida.

V praktickém vyuZiti CMS nastava i nadéale problém vhodnych udrzovatel sterility a
hlavné ziskani G€innych obnoviteld fertility s Rf geny, bez negativniho ovlivnéni dalSich

znakl a vlastnosti (Bartkoviak — Broda et al., 1991).

Autoinkompatibilita

Autoinkompatibilita (Al) byla u fepky popsdna Olsonem vroce 1953, jako Uplna
inhibice vyvinu pylovych lacek pfi samoopyleni rostlin. Autoinkompatibilita je jeden ze
systémil, kterymi se rostlina brani oplozeni vlastnim pylem. Je to pro ni vyhodné, protoze se

tak chrani pfed inbredni depresi, vznikajici po samospraseni a pii opakujicim se inbreedingu
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(samospraseni nebo opyleni velmi pfibuznymi jedinci). VEtSina systémut autokompatibility je
pod kontrolou jednoho mnohoalelového S-lokusu (s vyjimkou c¢eledi Poaceae, kde jsou
lokusy dva S a Z). Dvé genetické formy Al jsou identifikovany na zéklad¢ fenotypu pylovych
zrn. Tento fenotyp je uren svym vlastnim haploidnim genomem (gametofyticky typ) nebo
pomoci diploidniho genomu mateiské rostliny (sporofyticky typ). Gametofyticka Al je
charakteristicka pro celedi: Solanaceae (lilkovité), Scrophulariaceae (krticnikovité),
Rosaceae (r0zovité), Papaveraceae (mékovité) a Poaceae (lipnicovité). Sporofytickd Al je
charakteristickd pro celedi: Brassicaceae (brukvovité) a Asteraceae (hvézdnicovité)

(Hiscock et al., 1993).

Podstatou Al reakce je schopnost rostliny zabranit oplozeni vaji¢ek v semeniku svym
vlastnim pylem. Tato jedinecna vlastnost rostliny byla diive v liniovém Slechténi opomijena
az zatracovand. Autoinkompatibilni rostlina je totiz takova, u které nemiize za normalnich
podminek dojit k oplozeni vlastnim pylem (de Nettancourt, 1977). Tato vlastnost se pro
liniové Slechténi nehodila a vymizela postupnym vybérem rostlin pro tento vhodnych zptisob
Slechténi. Zatimco v hybridnim Slechténi by se vyznamné uplatnila, a proto se zacaly cilen¢
hledat jeji nové zdroje jednak mezi starSimi odriidami, ale i jeji nové mutace v sortimentu

soucasnych odriad (Sobotka et al., 2000).

Al se muze rozclenit na dva typy na heteromorfni a homomorfni. Pro prvni typ je
charakteristickd nestejna délka pestiku a ty¢inek (heterostilie), kdy je fyzicky nemozné, aby se
pyl dostal na bliznu. Zatimco u homomorfniho typu je pyl sice pfenesen na bliznu, ale je mu
znemoznéna schopnost klicit, protoze pylové zrno neni bliznou hydratovano, anebo dokonce i
vykli¢i v disledku vyssi vzdusné vlhkosti, ale dochazi k blokaci ristu pylové lacky, a ta
neproroste az do semeniku k vajickim (Dickinson, 1995; Brugiere et al., 2000). Tento typ se
nasledné dé€li na sporofytickou a gametofytickou Al. U gametofytické je Al fenotyp pylového
zrna urcen vlastnim haploidnim genotypem, zatimco u sporofytické je chovani pylového zrna

zé&vislé na diploidnim genotypu rodi¢ovske rostliny (de Nettancourt, 1977).

U rodu Brassica je tento systém kontrolovan multialelickym lokusem (S lokusem).
Ten odpovidad za reakci mezi pylem a builkami blizny. Pfi gametofytické Al je kliceni
pylového zrna na blizn¢ zavislé na vlastnim genotypu pylového zrna, nicméné pfi
sporofytickém typu Al je kliceni zavislé na S alelach obsazenych v DNA pestiku akceptorové

rostliny, na které kli¢i pylové zrno. Tento typ Al je pomérné komplikovany a to 1 z diivodu
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vyskytu tzv. modifika¢nich gend (Ekuere et al., 2004). U diploidnich druhi rodu
Brassicaceae (B. oleracea, B. rapa) se autoinkompatibilita vyskytuje pomérné hojné€. Naproti
tomu fepka olejna, vyskytujici se jako allotetraploidni druh, je autokompatibilni (Okamoto et
al., 2007), i kdyz jsou znamy zdroje Al i u Brassica napus (Gowers et al., 1989; Havel et al.,
1996). Zajimavé ale je, ze pii pokusech o resyntézu z rodiCovskych druhii je vysledny
potomek opét autoinkompatibilni (Beshorner et al., 1995; Rahman et al., 2005). Pti opyleni
rostliny fepky dochéazi nejprve k rozpoznani S fenotypu pylového zrna. Pfi identifikaci téZe
S alely, kterd se vyskytuje v rodiCovském paru, se stimuluje proces, ktery piimo vede
k odmitnuti pylu. Rozpoznavaci systém u brukvovitych je kontrolovan jednoduchym
mendelistickym lokusem nesoucim vice nez 80 S alel (de Nettancourt, 1977; Brace et al.,
1994; Nou et al., 1993; Brugiere et al., 2000). Na S-lokusu byly identifikovany asi dvé
desitky genil, které kosegreguji ptesné s Al fenotypem (Boyes et al., 1997; Casselman et al.,
2000).

Charakteristika S-lokusu

Pii hledani genetického zalozeni autoinkompatibility, se zjistilo, Ze je kontrolovana

S lokusem, ktery ma velky pocet alel (Ockendon, 1974; De Nettancourt, 1977).

V literatuie je S lokus popsan také u celé fady druht rostlin, napt. u rodu /lberis se
nachdazi 22 alel (Bateman, 1955), 34 u rodu Raphanus (Sampson, 1957), 50 u druhu Brassica
oleracea (Brace et al., 1994), 30 u druhu Brassica campestris a u druhu Brassica napus je
detekovano 50 alel (Nou et al., 1993). Jednotlivé alely, tohoto lokusu, nazyvané téz S-alely,
byly podle svého tcinku rozdéleny na I a Il tfidu. Predpoklada se, Ze tiida I je dominantni nad

titidou II (Nasrallah ez al., 1991).

Jednotlivé alely, tohoto lokusu, nazyvané téz S-alely, byly podle svého ucinku
rozd€leny na dvé tfidy I a II. Predpoklada se, ze tfida I je dominantni nad tfidou II. (Nasrallah

etal., 1991).

Bylo objeveno, Ze S lokus u druhu Brassica oleracea L. se sklada asi z 200 kb DNA.
Pfi nasledném bliz§im studiu tohoto lokusu se zjistilo, Ze na ném lezi 2 vyznamné geny SLG a

SRK (Hiscock et al., 1995). Gen SLG (S locus glycoprotein) — koduje sekreci glykoproteinu,
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ktery je lokalizovan primarné v bunécné sténé pokozkovych bunék blizny. Gen SRK
(S receptor kinase) — koéduje transmembranovy receptor serin-threonin kindzu, ktery
pteklenuje plazmovou membranu papily na blizné€. Tyto dva geny jsou povazovany za geny,
které se podili na schopnosti blizny rozeznat ptibuzny a nepiibuzny pyl. Oba geny jsou
vysoce polymorfni a jejich exprese byla zjisténa pouze na povrchu zralych blizen (Sato et al.,
1991; Stein et al., 1991). Pozdéji byl objeven i dalsi gen S-lokusu spojovany s Al reakci gen
SCR (S-lokus cystein rich protein) — syn. SP1/ (Suzuki et al., 1999), nazyvany téZ samci
determinant, protoze se projevuje pouze v prasnicich, kde se v bunkach tapeta vytvari protein,
ktery se vaze na protein genu SLG bez ohledu na S-haplotyp. Gen SCR je v genové vazbé
s geny SLG a SRK (Schopfer et al., 1999). U druhu Brassica napus L. bylo zjisténo, Ze se gen
SCR exprimuje prevazné v bunikach tapeta homozygoti tfidy II, zatimco u heterozygoti ttidy
I aII je exprese tiidy II potlacena (Shiba et al., 2002). Podobné alely genu SCR ttidy I jako u
rodu Brassica byly objeveny u rodu Raphanus (Okamoto et al., 2004).

Alely genit SLG a SRK ttidy II maji z fylogenetického hlediska odlisny ptivod nez
alely tidy I (Hinata et al., 1995; Kusaba et al., 1997). Obdobné pozorovani bylo provedeno 1
u alely genu SCR (Shiba et al., 2002). Pii mezidruhovém kiiZzeni druh Brassica rapa a
Brassica oleracea se na pozadi druhu Brassica napus jevily S-alely druhu Brassica oleracea

jako dominantni (Ripley a Beversdorf, 2003).

Dalsi dilezité informace nam poskytuje struktura proteinu SCR. V primarni struktute
bylo pozorovano 8 konzervativnich cysteinii (odtud nézev cystein rich protein), jeden tyrosin
a glycin a to u alel obou tfid (Schépfer et al., 1999; Suzuki et al., 1999). Toto umoziuje
alelam genu SCR udrZet si podobnou strukturu proteinu (Mishima et al., 2003).

Specifita je v Al reakci urcena alelové specifickou interakci mezi SRK receptorem a
SCR ligandem. Z toho vyplyva, Ze geny SRK a SCR se musi vyvijet zarovei, aby se udrzela
jejich vzajemna interakce (Chookajorn et al., 2004). Statisticky bylo prokazéano, ze geny SCR/
SPI11 a SRK jednoho S-haplotypu u druhti Brassica oleracea 1 Brassica rapa se odchyluji
soubézné (Sato et al., 2002).
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7. Markerovani rostlin s nizkym obsahem kyseliny linolenové

vvvvvv

ucely ale i1 jako surovina pro vyrobu metyl esteri (MERO) vyznamného aditiva do nafty a

bionafty (Baranyk, 2007).

Vhodnost fepkového oleje pro potravinaiské zpracovani je dana jeho slozenim.
Olej béznych odrid bezerukovych fepek obsahuje 40 — 60 % kyseliny olejové (18:1), 20 — 40
% kyseliny linolové (18:2) a kolem 10 % kyseliny linolenové (18:3). Relativné velmi vysoky
podil linolenové kyseliny je negativni. Diky snadné oxidaci dvojnych vazeb dochazi ke
snizeni stability senzorickych vlastnosti a znehodnoceni vyslednych produkti (margariny,
oleje) (Robbelen a Nitsch, 1975). Z tohoto divodu byl vznesen pozadavek ze strany
zpracovatelll oleje na sniZeni jejiho obsahu na minimum, stejné jako tomu bylo s kyselinou
erukovou. Ale doslo ke stfetu z4jmu zpracovatell s I€katskym vyzkumem, nebot’ kyselina
linolenova patii mezi huménni esencidlni mastné kyseliny a je tudiz nezbytna a
nenahraditelna v lidské vyziveé. Je prekurzorem pro dilezité latky v lidském téle jako jsou
eikosanoidy obsazené v imunitnim a vaskuldrnim systému (thromboxane, leukotriene), dale
pro prostaglandiny a ristové faktory (Fossati et al., 1994). Maximdlni obsah kyseliny
linolenové v fepkovém oleji pro lidskou vyzivu by mél byt okolo 3 % (Scarth et al., 1988).

Tato mastnd kyselina ma vyznamnou roli i1 uvnitf rostliny, a proto je jeji Uplna
eliminace zfepky nemoznd, napf. je nezbytnd pii fotosyntéze (Hughly et al., 1989) a pii

spravném vyvoji pylovych zrn (McConn a Browse, 1996).

Snizeni obsahu kyseliny linolenové prostou selekci se ukazalo jako neproveditelné,
jelikoz nebylo zndmo genetické zaloZeni tohoto znaku a fenotypovy projev byl cCasto
ovliviiovan faktory prostiedi. Prvniho Uspéchu dosahli Rébbelen a Nitsch (1975), jimz se
podafilo chemickou mutagenezi vytvofit mutantni linii M11 z kanadské odriidy Oro. Z této
linie byla dale vytvorena selekci jarni odrida fepky Stellar se snizenym obsahem kyseliny

linolenové 3 %.

Na obsahu kyseliny linolenové se podili hlavné genotyp embrya respektive interakce
dvou az tii lokust (Chen a Beversdorf, 1990). Podstata genetické regulace znaku je slozita, je
fizena matroklinné a je ovliviiovana teplotou (Pleines a Friedt, 1989; Diepenbrock a Wilson,

1987). Za syntézu kyseliny linolenové zodpovidaji geny pro desaturazy, které vytvari dvojné
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vazby. V semeni je to gen fad3 (Lemieux et al, 1990) a v zelenych castech rostliny,
respektive v plastidech, jsou to pak geny fad7 (Browse et al., 1986) a fad8 (Gibson et al.,
1994).

Predpoklada se, ze geny fad3 i fad7 maji 6 — 8 kopii v haploidnim genomu.
Duplikovana je celd velka multigenni rodina desaturaz a zda se, Ze je to vysledek duplikace
velkého tseku chromozomii nez jednotlivych genti. Podle poctu kopii u druhit Brassica rapa
a Brassica oleracea, které jsou piivodnimi ptedky druhu Brassica napus, se d4 usuzovat, ze
duplikace pravdépodobné vznikla jiz mnohem dfive v nékterém rodi¢ovském druhu (Scheffler

etal., 1997).

Markery, pro Slechténi fepky na pozménény obsah kyseliny linolenové, byly
publikovany (napt. Hu ef al., 1995, 1999; Jourdren et al., 1996; Rajcan et al., 1999; Somers et
al., 1998; Tanhuanpii et al., 1995; Thormann et al., 1996). Tito autofi pouzili markery RAPD
(random-amplified polymorphic DNA), RFLP (restriction fragment length polymorphism) a

SCAR (sequence-characterized amplified region). Alelové specifické markery jsou

24

et al.,2002).

Genetické pozadi fepek v citovanych publikacich je odlisné od genetického pozadi
domacich odrad fepky. Vzhledem ktomu, Ze tyto markery jsou nestabilni v rizném
genetickém pozadi, je potieba jejich pouziti pfi analyzdch domadcich genotypli ovéfit a

ptipadné navrhnout vhodné postupy pro vyvoj vlastnich markert a jejich vyuziti (viz tab.3).
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Tab. &. 3. Slechtitelsky pokrok ve $lechténi fepky olejné za poslednich 30. let (Koprna, 2006; upraveno podle

Vasaka et al., 1997)

Obdobi Charakteristika odrud Vyuziti
(pribliZné)
do 1975 "EG" odridy s nevyhovujici kvalitou |malé moznosti vyuziti oleje,
vysoky obsah k. erukové KE v oleji a|hlavné pro technické ucely
vysoky obsah glukosinolatt  GSL
ve Srotu
1975 - 1985 tzv. "0" odridy se sniZenym obsahem |rozSifeni pouZziti pro
KE do 5%, ale vysokym obsahem GSL |potravindiské pouziti, bez
krmivatského vyuZiti, zvySeni
osevnich ploch
1985 "00" odriidy s minimalnim obsahem KE | bezproblémové potravinaiské

aZ soucéasnost

a nizkym obsahem GSL (do 30 umol g
semen)

vyuziti pfidavani Srotd a
vyliski do krmnych smési,
zvySeni osevnich ploch

1995
aZ soucasnost

roz§itfeni hybridnich odrid (nejdfive na
bazi MSL Lembke, pozdéji Ogu/INRA

stejné  pouziti jako "00"
odridy, vyuziti heteroze ke
zvySeni vynosu

2000
az soucasnost

vykonné liniové odriidy s velmi nizkym
obsahem GSL, nové trendy - zménéna
skladba mastnych kyselin v oleji,
zlutosemenné odridy, trpaslici odrudy,
vyuziti GMO technologii

dal$i nartst osevnich ploch,
Slechténi odrud se "specidlnim
sloZzenim" olejl, potravinaiské
icely, MERO pro vyrobu

bionafty, tolerance k
herbicidtim, odolnost
chorobam a Skudctim,
mrazuvzdornost
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5. Material

Jako testovaci material byly pouzity linie a Slechtitelské materidly Al a AK rostlin a
dale rostlin zkousenych na obsah kyseliny linolenové, pochazejici z VUOL v Opavé, dale

vybrané ¢eskoslovenské a Ceské odridy z obdobi let 1946-2007 a vybrané némecké odrtdy.

1. Soubor dihaploidnich slechtitelskych materiala
Analyzy byly provadény na skupinach rostlin pochéazejicich z kiiZeni Tandem 6/85 x

donor kvality oleje OP 2051 (jarni fepka) (viz tab.¢.4). V potomstvu byly nalezeny dvé Al
rostliny AIK3 a AIK®6, které se staly zakladem pro dv¢ dihaploidni linie. Ty linie byly pouzity
pro dalsi kvalitativni kiiZzeni s nékterymi vynosnymi odriidami (Rasmus) a Slechtitelskymi
materidly (OP BN 03, OP -571/00) s dobrou kvalitou oleje (Koprna, 2005). Do testu bylo
pouzito 122 dihaploidnich rostlin odvozenych z F1 potomstva po kiizeni donord Al jedinct,
které byly poskytnuty z VURV Praha Ruzyné. (Tento soubor rostlin byl pouzit pro
vyhledavani Al rostlin v souboru specidlnich Slechtitelskych linii v ramci feSeni prvniho

okruhu).

Tab. €. 4: Schéma vzniku testovaného souboru odriid postupnym kfizenim Al rostlin a donoru kvality.

AIK 6 x Rasmus (53 rostlin)

AIK 6 x OP BN 03 (46 rostlin)

Tandem 6/85
X = AIK3, AIK6
OP 2051

AIK 3 x OP- 571/00 | (23 rostlin)

2. Soubor ceskych a ¢eskoslovenskych odriad
Staré krajové, 0, 00 a moderni odriidy (od kazdé odrtidy 10 rostlin). Cisla v zavorce za

kazdou odridou znacéi zjednodusenou identifikaci vzorki uvadénou u fotografii a ve
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vysledcich, Cislo za / je ¢islo rostliny). Tento soubor rostlin byl pouzit v ramci feSeni druhého

a tiettho feSeného okruhu.

Ceskoslovenské a Eeské odrudy:

Tiebidska (1), Prerovska (2), Slapska (3), Ceska Krajova (4), ValeCovska (5),
Slovenska Krajova (6), Mira (7), Solida (8), Silesia (9), Sonata (10), Aglona (11), Omikron
(12), Slapska Stela (13), Odila (14), Oponent (15), Opus (16)

Ceské a Ceskoslovenské odridy:

Ttebicska nemame udaje o ptvodu, registrace 1941

Pterovska nemame udaje o pitvodu

Slapska nemame udaje o ptivodu, registrace 1946

Ceska krajova (jarni) nemame udaje o ptivodu, registrace 1949

ValeCovska (jarni) nemame udaje o ptivodu

Slovenska krajova nemame udaje o pitvodu

Mira (Dipee(Oerlikon) x Weilbulls 541) x Vuindeok, registrace 1978

Solida 1129/75, 3981, BNW17(NDR), KM2 — nahled. Vyb¢r, registrace 1986
Silesia kanad. jar. fepka s min. obsahem kys.erukové (x KII.) x CB, registrace 1983
Sonata (Bronowski x Zero) x K 2040, registrace 1990

Aglona (Okega x Ledos) x Solux, opakovany vybér, registrace 1993

Omikron OKE-2 (kfizeni kanadské jarni fepky bezerukové s n.§1.K II. a CB, opakovany

individualni vybér, n.Sl.
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Slapska Stela (Jet Neuf x PNG-14), registrace 1996
Odila (Darmor x R1) x Ceres, Opakovany vybeér, registrace 1997
Oponent (OP-855 x OP-934) x Lirajet, pylové fertilni linie, registrace 2006

Opus OP 1412 x Aztec, pylové fertilni linie, registrace 2007

3. Soubor némeckych odrad
Soubor fepek némecké provenience odpovidajici prifezu némeckym Slechténim -

zastoupené jsou jak staré odrady, tak moderni i postmoderni odridy. Tento soubor rostlin byl

pouzit v rdmci feSeni druhého a tfetiho feSeného okruhu.

Némecké odrudy:

Rechtbergrs Winterraps (17), Olquel (18), WRG 19 (19), Falcon (20), Zorro (21),
Rasmus (22), Orkan (23), Pilot (24), Ramiro (25), Smart (26), Trend (27), Digger (28), Siska
(29), Winner (30), Petra (31), Senator (32).

Némecké odridy:

Rechtbergrs winterraps nemame udaje o ptivodu

Olquel nemame udaje o ptivodu

WRG 19 nemame Udaje o plivodu

Falcon Ledos x (Rapol x Hector) x Jet Neuf, kiizeni, registrace 1993

Zotrro (Bienvenue x Chr. 1775) x (Darmor x NPZ 2/84), pedigree m. reg. 1997
Rasmus cross 6 rod., ziZena populace, pedigree selekce, registrace 2000
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Orkan (Inca x Darmor), pedigree metoda, registrace 1998

Pilot PHP 43921 x Ni 18/92, pedigree, pyl. fert. linie, reg. 2001

Ramiro (89508 x RG 15) X (Valesca x St. 22/92), pyl. fertilni linie, reg. 2002
Smart Apex x 88/18888 Hilleshog, pedigree, ziizena populace, registrace 2005
Trend (jarni) zuzena populace, IRIS x SPONSOR, pedigree, registrace 2005

Digger material firmy KWS, ztZena populace, registrace 2006

Siska Falcon x Apex, isolované udrzovani a mnoZeni, registrace 2006

Winner PHP 92512 x Falkon, double haploid, registrace 2006

Petra Amor x St. 140.180, izolace, registrace 2007

Senator (jarni) [(Drakkar x Niklas) x Korall], pedigree, ziZzena populace, reg. 2005

(Pvod odriid je ziskany od Ing. Zehnalka z UKZUZ Hradec nad Svitavou)

4. Soubor experimentalnich materialli pro testovani markeru

pro obsah kyseliny linolenové
Soubor dvanacti testovanych skupin rostlin, vzniklych na zadklad¢ jednotlivych

kombinaci kiizeni. Rodi¢ovské dvojice tvoril Slechtitelsky material nesouci nizky obsah
kyseliny OP-904 nebo OP-1006 na stran¢ jedné a na strané¢ druhé byla vynosnd odriida
(Winner) nebo vynosny Slechtitelsky material (OP-BN-07, OP-BN-09,0P-BN-12, OP-BN-13,
OP-1013).

OP-BN-07 x OP-1006 , F1, Al
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OP-BN-07 x OP-904, F1, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10.

OP-BN-09 x OP- 904, F1, C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10.

OP-1006 x Winner, F1, D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, DS.

OP-1006 x OP-BN-09, F1, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, ES, E9, E10, E11.
OP-1006 x OP-BN-12, F1, G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, G9, G10, G11, G12.
OP-1006 x OP-BN-13, F1, H1, H2, H3, H4, HS, H6, H7.

OP-1006 x OP-1013, F1, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 110, 111, 112, 113

OP-904 x Winner, F1, J1, J2, J3, J4, J5, J6, J7, 18, J9.

OP-904 x OP-BN-09, F1, K1, K2, K3, K4, K5, K6, K7, KS8.

OP-904 x OP-BN-13, F1, L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10.

OP-904 x OP-1013, M1, M2, M3, M4, M5,M6, M7, M8.

Tento soubor rostlin byl pouzit v ramci feSeni ¢tvrtého okruhu.
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6. Metody

1. Priprava vzorku k testovani
Prvni odbér rostlinného materidlu byl proveden na semenaccich, kdy byla odebirana

cast déloZniho listu. Po 6 tydnech péstovani ve skleniku byly rostliny odvezeny na jarovizaci
do chladovych boxti do VURV Praha Ruzyn&. Po jarovizaci byly rostliny ve skleniku
dopéstovany do kvétu. Z nerozvitych poupat asi 1-2 dny pied rozvitim, kdy je nejvyssi obsah
glykoproteinu v papilarnich bunkach blizny (Kandasamy et al., 1989), byly postupné
odebirany prasniky a blizny a dale i listy, vSechny odebrané casti byly ihned zmrazovany

v tekutém dusiku, aby nedochazelo k degradaci RNA.

2. lIzolace DNA
Byly pouzity dva zpiisoby izolace DNA jednotlivych rostlin. Pro feSeni cilti 1 a 4 byla

izolovana izola¢nim kitem Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek) a pro feSeni cild 2 a 3

metodou CTAB PVP (Curn et al., 2008).

3. lIzolace RNA, mRNA
Z prasnikii, blizen a listh vybranych rostlin byla izolovana celkovd RNA (RNeasy

PLANT Mini Kit, Qiagen), z ni posléze mRNA (Oligotex mRNA Mini Kit, Qiagen).

4. PCR reakce

Do reakci byl pouzit specificky par primert korespondujici s regionem DNA a
odpovidajici alele genu SLG I PS5 (5'- ATGAAAGGCGTAAGAAAAACCTA-3") a PS15 (5
- CCGTGTTTATTTTAAGAGAAAGAGCT - 37) (Nishio et al., 1996), zodpovédny za
syntézu fragmentu o velikosti ptiblizné 1300 bp.

Do PCR bylo pouzito 25ng genomické DNA jako templat, celkovy obsah vzorku ¢inil
25 pl, Master Mix 12,5 ul (PPP Master Mix, Top-Bio), H,O 11 pl, primery PS5+PS15
0,25+0,25 ul (10 pM), DNA 1 pl. K PCR byl pouzit thermocycler Bioer XP.

Teplotni profil:

pocatecni denaturace 94°C  5min,
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35 cykla denaturace 93°C 1min,

annealing 58°C  2min,
elongace 72°C  3min
finalni elongace 72°C 10 min.

PCR produkty byly separovany na 1,5% agarosovém gelu pii napé€ti 80V, jako velikostni a
hmotnostni marker byl pouzit 100bp ladder (NEB). Vizualizace probihala pod UV svétlem

pomoci Sybr Green. Byla hodnocena piitomnost/neptitomnost fragmentti o velikosti 1300kb.

5. RT PCR
Reverzni transkripce a tvorba cDNA byla provedena (RT PCR Capacity cDNA RT

Reverse transcription Kit, Applied Biosystems): 10x RT Buffer 2 pl, 25x DNTP’s mix 0,8 pl,
10x primery 2 pl, reverse transcriptase 1 pl, RNAse inhibitor 1 pl , H,O 3,2 pl, templat
mRNA 10 pl.

Cyklus na termocykleru: 10 min 25°C
120 min 37°C
5s 85°C

60 min 4°C

6. PCR - RFLP
Do reakce byly pouzity primery PS5 a PS15 (Nishio et al., 1996).

Pro PCR bylo pouzito 25ng genomické DNA jako templat, celkovy obsah vzorku Cinil 25 pl,
Master Mix 12,5 ul (PPP Master Mix, Top-Bio, H,O 11 pl, primery PS5+PS15 0,25 + 0,25
ul (10 pM), templatové DNA 1 pl (25ng). Typ thermocycleru a cyklus stejny jako v pripade

5.4. Nasledovalo restrikéni $tépeni, do kterého bylo pouzito:

a) 5 ul PCR produktu, 1 pl pufru, 0,25 pl EcoR1 (5U), 3,75 ul H,O.
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b) 5 ul PCR produktu, 1 pl pufru, 0,25 ul Msel (5U), 3,75 ul H,O.

c¢) 5 ul PCR produktu, 1 pl pufru, 1 ul BSA, 0,5 ul Afa I (5U), 2,5 ul H>O.
d) 5 ul PCR produktu, 1 ul pufru, 0,5 ul Hind 111 (5U), 3,5 pl H,O

e) 5 ul PCR produktu, 1 pl pufru, 1 pl Mbol (5U), 3 ul H,O.

Inkubace 4 hodiny pii 37°C. Barveni, separace na 1,5% agarosovém gelu pfi napéti 80 V a

vizualizace pod UV svétlem.

7. AFLP

Byla pouzita DNA vyizolovana pii pokusu €. 2, upravend (ptecisténa, zfedénd) pro
metodu AFLP. Pro AFLP analyzu byla vybrana dvojice primeri Msel ACC a fluorescenéné
znaceny primer. EcoRI ACG.

AFLP reakce méla nésledujici kroky: restrikce genomické DNA a ligace adaptorii

Restrikce (50 pl celkovy objem):
40 ul vzorku DNA + 1x R/L puft, 5 U EcoRI, 5 U Msel
Na 1 vzorek: 4 pl H,O, 5 pl 10x R/L pufru, 0,25 pl EcoRI=5 U, 0,5 pul Msel =5 U

(10 pl restrik¢niho master mixu se prida k 40 pl templatu DNA, promiché se a §tépi se

16 h pii 37°C).

Ligace (60 pl celkovy objem):

50 pl restrikéni smési + Ix R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmol
EcoRI 5’adaptor, 50 pmol Msel 3’ adaptor, 50 pmol Msel 5’ adaptor, 1,2 pmol ATP, 1
U T4 DNA ligaza.
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Na 1 vzorek: 1 pl 10x RL pufru, 0,1 pl EcoRI-3' adaptoru = 5 pmol, 0,1ul EcoRI-5'
adaptoru = 5 pmol, 0,2 ul Mse-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 pul Mse-5' adaptoru = 50
pmol, 1,2 pl 10mM ATP, 1 pl (1 U) T4 Ligase, 6,2 pl H>O,

(10 pl liga¢niho master mixu se ptida k 50 pl restrikéni smési, promiché se a inkubace

3 hod pti 37°C).

R/L smés se po ukonceni ligace natedi 10x TO.1E pufrem (540 ul TO.1E pufru + 60 pul
R/L smési)

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

Preselektivni amplifikace (50 pl celkovy objem): 5 ul vzorku (10x nafedény vzorek
po R/L), 1x PCR pufr (10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris - HCI (pH 7.,4), 2
mM MgSO04, 0,1% Triton X-100), 4mM MgClz, 200 uM, dNTP’s, 75 ng EcoRI-A
primeru, 75 ng Msel-A primeru, 1 U Taq DNA polymerazy.

Na 1 vzorek: 5 pl vzorku, 5 ul PCR pufru, 2 pl 50 mM MgClz, 1 pl 10 mM dNTP’s,
0,15 pl EcoRI-A primeru (500 ng/ul), 0,15 pl Msel-A primeru (500 ng/ul), 0,2 pl Taq
(5 U/), 36,5 ul H,O, (45 pl PCR se ptida k 5 pl vzorku)

Teplotni profil PCR reakce:
pocatecni denaturace 2 min 94°C,
30 cyklu: denaturace  30s  94°C,
annealing 30s  60°C,
elongace I min 72°C,

konecna elongace 9min 72°C.
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Po ukonceni preselektivni amplifikace se 40 pl reakéni smési 20 x natedi (860 pl TE +

40 pl templatové DNA) 10 pl nenafedéného PCR produktu se pouzije na elektroforézu

(0,8% agarozovy gel v 1x TBE pufru), pro ovéfeni R/L a Pre-Amp kroku — pfitomnost

fragmentti o velikosti 50-500 bazi.

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

Selektivni amplifikace (10 pl celkovy objem):

2,5 ul vzorku (20x nafedény vzorek po Pre-Amp), I1x PCR pufr (10 mM KCI, 10 mM
(NH4)2S04, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 2 mM MgSO4, 0,1% Triton X-100), 1,5 mM
MgClz, 200 uM dNTP’s, 5 ng EcoRI-ANN-FAM primeru (fluorescencné znacen), 30
ng Msel-ANN primeru, 0,5 U Taqg DNA polymerazy.

Na 1 vzorek: 2,5 pl vzorku, 1 ul PCR pufru, 0,2 ul 10 mM dNTP’s, 0,087 ul
EcoRIANN-FAM primeru (10000 pmol), 0,095 pl Msel-ANN primeru (316 ng/ul), 0,1
ul Taq (5 U/ul), 6,018 ul H,O, (7,5 ul PCR produktu se ptida ke 2,5 pl vzorku).

Teplotni profil PCR reakce:

pocatecni denaturace

10 cykli: denaturace
annealing
elongace

25 cyklu: denaturace
annealing

2min 94°C,
30s  94°C,

30s  65°C touchdown (-1°C/cyklus),

1 min 72°C,
30s  94°C,
30s  56°C,
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elongace I min 72°C,

konec¢na elongace 15 min 72°C.

Ptiprava vzorku pro fragmenta
ni analyzu 0,5 pl vzorku po selektivni amplifikaci, 0,25 pl standardu, 10,25 pl formamidu.

Separace fragmentti probihala na genetickém analyzatoru ABI 3130 Applied Biosystems.

8. Klonovani a sekvenovani
Ziskana cDNA byla vzata jako templat pro PCR s primery PS5 a PS15. Nasledovala

separace na 1,5% agarosovém gelu (AG) a vizualizace pod UV svétlem pomoci barviva
SYBR Green. Fragmenty o velikosti cca 1300 bp byly vyfiznuty z gelu, vyizolovany pomoci
kitu (Gel Extraction kit, Genomed GmbH) a zaklonovany s vyuZzitim kitu TOPO TA Cloning
kit (Invitrogen). Nasledovala izolace plazmidové DNA (JetQuick Plasmid Miniprep Spin kit
(250), Genomed GmbH), restrikéni §tépeni enzymem EcoRI (odebereme 5 pl plazmidové
DNA, 1 ul pufru, 0,25 ul EcoR1, 3,75 ul H,O, inkubace pti 37°C 4 hodiny) a vizualizace na
AG pro ovéfeni spravnosti klonovani. Nasledné sekvenovani ziskanych fragmentli bylo
provedeno na pracovisti firmy Invitrogen v Berliné (ABI 3130, Applied Biosystems) a

ziskana data vyhodnocena.

9. RAPD
Izolace DNA byla provedena izola¢nim kitem Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek).

Nasledné byla provedena PCR reakce s primery (Operon, fada B). PCR produkty byly
elektroforeticky separovany na 1,5% agarosovém gelu pii napéti 60 V po dobu 4 hodin a

ziskané fragmenty DNA byly statisticky vyhodnoceny.
Primery pro RAPD PCR:
OPBI12 - 5"-CCTTGACGCA-3’

OPBI15 - 5"- GGAGGGTGTT-3"

47



Slozeni RAPD PCR reakce 1 ul templatova DNA, 12,5 pl Master Mix (PPP Master
Mix, Top-Bio), 2 ul primer B12/B15, 9,5 ul H>O.

Teplotni profil RAPD:
pocatecni denaturace S5min 94°C

44 cykla: denaturace 1 min 92°C

annealing 2min 35°C
elongace 3min 72°C
konec¢na elongace 10 min 72°C

10. Hodnoceni dat

10.1. Vyhodnoceni dat po PCR reakci
Po elektroforetické separaci na AG byla spektra pruhii vyhodnocovéana, upravena a

naskorovana. Metodou digitalni analyzy, kterd umoziuje primdrni zpracovani
elektroforeogramii a monituruje zjisténé pozice fragmentli na AG, je mozné sestavovat matice
pfitomnosti nebo nepfitomnosti fragment v blize specifikované oblasti a vSe vyhodnotit

statisticky. Tim popsat i diversitu znaku, ktery urcité spektrum mtize predstavovat.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno programem MVSP (Kovach Comp. Serv.),
nebot’ umoziuje vypoCty genetické vzdalenosti podle Nei-Li metriky koeficientl podobnosti.
Vyhodou tohoto pouzitého programu jsou i vypoCty genetickych vzdalenosti a stanovovani
vzajemné podobnosti. K témto ucelim vyuzivd ordinacni PCO (Principal Coordinates
Analysis) a clustervou analyzu UPGMA (Unweighted pair group method averages), které jsou

nezbytné pro sestavovani grafu.

10.2. Hodnoceni dat sekvenacnich analyz
Data ziskana na zaklad¢ sekvenacnich analyz byla zpracovéana v programech Sequence

Scanner software v1.0 a Fasta PCR, a poté byly vysledky pieneseny do programti Bioedit,
SplitsTree a Clustal W.
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Programy Bioedit a Clustal W jsou uréeny pro porovnavani ziskanych sekvenci, ale i
pro porovnavani sekvenci s databazemi napi. NCBI. V programu SplitsTree verze 4.11.3 je

mozné vytvaiet a nasledné upravovat fylogenetické stromy do tvarti kladogramti a fylogramd.
7.Vysledky a diskuse

Kapitola vysledky a diskuse je clenéna podle cilii prace a shrnuje vysledky dosazené
pfi identifikaci S alel, hodnoceni podobnosti/ptibuznosti odriid fepky ceského a némeckého

Slechténi a problematiku vyvoje markeru pro hodnoceni obsahu mastnych kyselin.

1. Vyhledavani Al rostlin v souboru specialnich slechtitelskych
linii

Vysledky dosazené na zakladé PCR analyzy rostlin se specifickymi primery PS5 a
PS15, které amplifikuji fragment genu SLG [ o délce cca 1300 bp viz obr. ¢. 2
(ptitomnost/nepfitomnost tohoto fragmentu a tudiz rozdéleni rostlin na AK/AI), byly
porovnany s daty ze semenného testu (provedeného ve VUOL v Opavé). Touto metodou DNA
markert bylo zjisténo, ze ze 122 analyzovanych rostlin je 19 autokompatibilnich (AK) a 103
autoinkompatibilnich (Al), semennym testem bylo dosazeno nasledujicich vysledki: 75
rostlin bylo Al 29 rostlin AK, ale byla zde na rozdil od metody DNA markert i skupina 16
rostlin pfechodného typu a dvé rostliny nebyly hodnoceny viibec, nebot’ se je nepovedlo
dopé€stovat viz tab. €. 8. Pii nasledném porovnani vysledkii markerovani a semenného testu
viz tab. €. 6 a 7, se ukdzalo, Ze se v 82 piipadech semenny test pln¢ shodoval s DNA

markerem a v 40 ptipadech nikoliv.

Jak je uvedeno v tab. €. 7, pét rostlin bylo DNA markery vyhodnoceno jako AK, i kdyz
byly podle semenného testu jesté hodnoceny jako autoinkompatibilni, ukézalo se, ze v téchto
ptfipadech byla metoda DNA markert piisnéj$i nez semenny test. Naopak 17x byly rostliny
vyhodnoceny Al podle DNA markerti a jako AK podle semenného testu. V 15-ti ptipadech
doslo k situaci, ze byly rostliny podle DNA markerdt Al, avSak semennym testem byly
hodnoceny jiz jako ptfechodné AI/AK.
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Jednou byla rostlina AK podle DNA markert, ale semennym testem byla hodnocena

jako ptechodnd AI/AK. Tyto pfechodné varianty mohou znamenat ovlivnéni vysledkit z DNA

markerovani pfitomnosti tzv. genit modifikatort, jiz zmifiovanych v literatufe (Ekuere ef al.,

2004), které mohou mit vliv na konecné pfijeti nebo odmitnuti pylovych zrn a nasledné

opyleni rostliny.

Obr €. 2:Priklady vysledkd markerovani u rodi¢ovskych Slechtitelskych materiala a jejich potomstev, Al-
autoinkompatilni, AK-autokompatibilni; 6/85 Al linie odvozena z odriidy Tandem; 2051 experimentalni linie
donor kvality ziskana z odridy jarni fepky; F1 kFiZenec v prvni generaci; AIK 6 a AIK 3 dcefiné rostliny vzniklé
po kfiZeni odrtidy Tandem a linie 2051; OP BN 03 slechtitelsky material AK charakteru poutziti pfi dal$im
k¥izeni jako zlepSovatel kvality; 2, 3, 5, 20, 62 sesterské rostliny Al a AK charakteru.

M 2051
100 |
bp ~ AK @ Al

6/85

62
03 d
AK Al

AK

Tab. €. 5: Vysledky hodnoceni rostlin DNA markery a semennym testem, pro snazsi orientaci jsou bile
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oznaceny Al rostliny, modfe AK rostliny a rtiZové rostliny prechodného typu podle semenného testu.

Legenda:
Al autoinkompatibilni - sem. test do 10 semen
AK/AI nejasna reakce - sem. test 10 - 30 semen
AK autokompatibilni - sem. test nad 30 semen
- nebylo hodnoceno
Tab. 5
marker sem. test marker sem. test
puvod Al puvod - ki‘izeni - DH islo Al/AK Al/AK pivod Al puvod - kiizeni - DH | ¢&islo Al/AK Al/AK
AIK-6 x 1 Al AK AIK-6 x Rasmus 120 AK -
Rasmus 2 Al AK 121 Al Al
3 Al Al 122 Al Al
4 Al AK/AIL AIK-6 x OP-BN-03 22 Al Al
5 Al Al T 23 Al AK/AL
T 6 Al AK A 24 Al Al
A 7 Al AK N 25 Al Al
N 8 Al Al D 26 Al Al
D 9 Al Al E 27 Al AK/AIL
E 10 Al AK M 28 Al Al
M 11 Al AK (6/85) 29 Al Al
(6/85) 12 Al AK/AL zdroj 30 Al Al
zdroj Al 13 Al Al Al X 31 Al Al
X 14 Al Al 32 Al Al
15 Al Al 2051 33 Al Al
2051 16 AK Al donor 34 Al AK
donor 17 Al AK kvality 35 Al AK/AI
kvality 18 Al Al 36 AK AK
19 Al Al 37 Al Al
20 AK AK 38 Al Al
21 Al Al 39 Al -
62 AK AK 40 Al Al
63 AK Al 41 Al Al
64 AK AK 42 Al Al
65 AK AK 43 Al Al
66 AK AK 44 Al Al
67 AK AK 45 Al Al
68 Al AK 46 Al Al
69 AK AK/AIL 47 Al Al
70 AK AK 48 Al Al
71 AK AK 49 Al Al
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72 AK AK 50 Al Al
73 Al AK 51 Al Al
74 Al AK 52 Al AK/AIL
75 Al AK/AI 53 AK AK
76 Al AK 54 Al Al
77 Al AK 55 Al Al
78 Al Al 56 Al Al
79 Al Al 57 Al Al
80 Al AK/AI 58 Al Al
81 Al Al 59 Al Al
111 Al AK 60 Al Al
112 Al AK/AI 61 AK Al
113 Al Al 82 Al AK/AIL
114 Al AK 83 Al Al
115 AK Al 107 Al Al
116 AK Al 108 Al Al
117 Al Al 109 Al Al
118 Al Al 110 AK AK
119 Al Al
Tab. 5
marker sem. test
puvod Al puvod - ki'izeni - DH Lislo Al /AK Al /AK
AIK-3 x OP-571/00 84 Al Al

85 Al AK/AI
86 Al AK/AI
87 Al Al

T 88 Al AK

A 89 Al AK/AI

N 90 Al Al

D 91 Al Al

E 92 Al Al

M 93 Al Al

(6/85) 94 Al Al

zdroj Al 95 Al Al

X 96 Al Al
97 Al Al

2051 98 Al AK/AT

donor 99 Al Al

kvality 100 Al AK/AI
101 Al Al
102 Al Al
103 Al Al
104 Al AK
105 Al Al
106 Al Al
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Tab. €. 6: Souhrné zhodnoceni vysledkti DNA markerovani a semenného testu

Al AK AI/AK nehodnoceno
Marker 103 19 0 0
Sem. test 75 29 16 2

Tab. €. 7: Vzajemné porovnani vysledkt molekuldarniho markerovani a semenného testu.

M/ST pocet piipadi
AI-Al 70

AI-AK 17

AI-AI/AK 15

AK-AK 12

AK-AI 5

AK-AI/AK 1

Al-0 1

AK-0 1

V 80,33% ptipadi se vysledky molekuldrniho markerovani a semeného testu shoduji a

v 19,67% nikoliv.

V literatuie je S lokus popsan u celé fady rostlin jako multi alelicky, napt. 22 alel se
nachazi u rodu /beris (Bateman, 1955), 34 u rodu Raphanus (Sampson, 1957), 50 u druhu
Brassica oleracea (Brace et al., 1994), 30 u druhu Brassica campestris (Nou et al., 1993), u

druhu Brassica napus je detekovano 50 alel.

Pti studiu druhu Brassica campestris Nishio et al. (1996) nalezli a publikovali primery

PS5, PS15 a PS 18, které amplifikuji fragment genu SLG 1.

Gen SLG se podili na Al reakci, ale jeho pfesna uloha pii procesu rozpozndvani
S haplotypu pylového zrna neni zatim objasnéna, stal se vSak jednim z markerd AI/AK
rostlin. Kromé& ného se jako marker uplatnil i gen SCR (Zaludové, 2007), i kdyz tento se stal
specifickym markerem zatim pouze Al linii odvozenych z linie odridy Tandem. V prvnich
nékolika generacich po kiizeni dalSich Slechtitelskych materidlti s linii Tandem byl tento
marker spolehlivy a odlisil Al a AK jedince, s nartistajicim po¢tem generaci vSak jeho

rozliSovaci schopnost slabla.
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2. Vyhledavani novych zdrojli autoinkompatibility a dalSich
alel genu SLG |

Analyzovano bylo 320 rostlin pochazejicich z32 odrid ceského a némeckého
Slechténi. Pomoci metody PCR se specifikymi primery PS5 a PS15 bylo v prvnim kroku
zjiStovano, zda-li nasedaji na DNA a dochazi k amplifikaci fragmentu. Bylo zjisténo, ze
cca 1300 bp dlouhé fragmenty charakteristické pro SLG 1 gen, které jsou pomoci téchto
primert ziskavany, jsou pritomny u vsech testovanych rostlin. Jako ptiklad jsou uvedeny

odrady Oponent (15), Opus (16), Rechbergrs winterraps (17), Olquel (18) na obr. €. 3.

Obr. €. 3 Pomoci PCR pro gen SLG | s primery PS5 a PS15 se amplifikuje fragment 1300 bp u odrid €. 15/6 - 10
Oponent, €. 16 / 6 — 10 Opus, €. 17/6 - 10 Rechtbergrs winterraps, €. 18/6 - 9 Olquel. Nachazi se ve viech
sledovanych rostlinach.

15/6 15/8 15/10 16/7 16/9 17/6 17/8 17/10 18/7 18/9
15/7 15/9 16/6 16/8 16/10 17/7 17/9 18/6 18/8

-
L

- , , j i ;

Pfi prvnim screeningu se ukazalo pouze, ze ve vSech sledovanych rostlinach je
pfitomna alela genu SLG I, na niz nasedaji primery PS5 a PS15. Nasledovalo restrikéni
Stépeni enzymy EcoRI, Msel, Afal, Mbol a Hindlll . Vysledky restrikéniho Stépeni jsou
znazornény na obrazcich ¢. 4a - 6. Enzym EcoRI poskytl stépenim DNA tfi rtizné spektra
fragmentl viz. obr. ¢. 4a a je pravdépodobné, ze predstavuji tii rizné alely genu SLG 1.
Enzym Msel $tépil fragmenty stejnych odrid jako pfedchozi enzym, ale spektrum vzniklych
fragmentt je jiné viz. obr. €. 4b a mohli bychom se domnivat, Ze potvrzuje vysledek ziskany

pfi prvnim restrikénim $tépeni enzymem EcoRlI, ale pfi $tépeni dalSich vzorka uz se jejich
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cesty rozchazi a $tépily rizné vzorky. Dalsi restrikéni enzymy se ukdzaly byt nevhodné,
enzym HindllIl nestepil fragment DNA viibec viz. obr. €. 5, proto nebyl dale pouzivan. Enzym
Afal sice §tépil DNA na pouzitelné spektrum fragmentli, bohuZzel vSak u vSech sledovanych
jedinct stejné viz obr. ¢. 6. Enzym Mbol viz obr. €. 5 také $tépil a poskytoval vyuzitelné
spektrum fragmentt pro hodnoceni, ale odlisil pouze tytéz jedince jako EcoRI a Msel, tudiz se

jeho dalsi pouziti jevilo jako zbytecné.

Obr. ¢. 4a: Priklad PCR-RFLP s enzymem EcoRI u odrid Trebic¢ska (1/3, 1/4), Ceska krajova (4/3, 4/4), Sonata
(10/1). Jsou zde patrna ti rizna spektra fragmentl oznaéena Sipkami, coZ pfedstavuje tfi riizné fenotypy
genu SLG I.

B o i

Obr. &. 4b: Priklad PCR-RFLP s enzymem Mse I u odrid. Trebiéska, (1/3, 1/4), Ceska krajova /4/3, 4/4), Sonata
(10/,1). Jsou zde patrna rovnéz tfi rizna spektra fragment, coz predstavuje t¥i rizné fenotypy genu SLG /.
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Obr. ¢. 5: Pfiklad PCR-RFLP s enzymy Hindlll a Mbol u odrid Trebiéska (1/1, 1/2, 1/3, 1/4), Pferovska (2/1,
2/2, 2/3), €eska krajova (4/3, 4/5). Enzym Hind Ill fragment genu SLG I u Zadné z odrad nestépil. Enzym Mbo |
mél nizkou frekvenci $tépeni, ktera poukazovala na rozdily pouze v ramci jediné odridy Ceska krajova (4/3,
4/5), ale u dal$ich odrid odhalila pouze jeden fenotyp.

M

Obr. ¢&. 6: Pfiklad PCR-RFLP s enzymem Afal u odrid Trebiéska (1/1, 1/2 1/3, 1/4), Pferovska (2/1, 2/2, 2/3,
2/4, 2/5), tento enzym rozitépil DNA, ale nezaznamenali jsme Zadnou variabilitu v souboru odrud.
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Obr. €. 7: Ukazka stépeni PCR — RFLP s enzymem EcoRlI u odrid: Zorro (21) fragmenty o velikosti 900 — 400 bp;
Rasmus (22), 900 — 400 bp; Orkan (23), 900 — 400 bp; Pilot (24), 900 — 400 bp; Ramiro (25), 900 — 400bp;
Smart (26), 900 — 400 bp; Trend (27), 800 — 500bp; Digger (28), 900 — 400 bp; Siska (29), 900 — 400bp; Winner
(30), 900 — 400 bp; Petra (31), 900 — 400bp; Senator (32), 200bp, 900 — 400bp, 800 — 500bp, 900 — 400 bp.
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PCR — RFLP analyzou se povedlo odlisit 32 rostlin s riznymi spektry St€penych
fragmentl pt. obr. ¢. 7, (ukdzka Stépeni enzymem EcoRI). U téchto vzorkd byla opét
provedena PCR analyza s primery PS5 a PS15 a elektroforetickd separace na agarosovém
gelu, nasledovala izolace vyfiznutych fragmentl z agarosového gelu. Ziskanda DNA
z fragmentli po PCR byla zaklonovana do vektoru pomoci kitu TOPO A Cloning kit a

nasledné Stépena viz. obr. €. 8.

Obr. ¢. 8 Zaklonované fragmenty genu SLG I, vyStépené z plazmidu enzymem EcoRlI, u odriud Olquel (18/3 A -
F) nestépeny fragment 1300bp; Trend (27/1 A - G) spektrum fagmentt 800 — 500bp, 900 — 600bp, 1000 —
500bp; Senator (32/2 A - E) 800 — 500bp, 900 — 600bp, 1000 — 500bp; 32/5A chybi fragment. Opét je patrné,
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Ze ziskané sekvence jsou odlisné a poskytuji rizna spektra nastépenych fragmentu. Jednotlivé klony
fragment( genu SLG | u rostlin jsou oznacovany pismenem.

L 18/3A 18/3C 18/3E 27/1A 27/1C 27/1E  27/16 32/2A  32/72C 32/2E
18/38 18/3D 18/3F 27/1B 27/1b  27/1F 27/1H  32/2B 32/2b 32/5A

—

N S gy e B Y By e g e e e e e S Sy

T s N oy s e o

[ ]

Opét se potvrdila skuteCnost, Ze ve vzorcich se nachazi vice fenotypt genu SLG I,
proto byly vzorky rtiznych fenotypti vybrany a osekvenovéany. U vzorka Sendtor, Trend,
Slovenské krajova, Sonata, Olquel a WRG 19 byla rovnézZ vyizolovana ptipravena cDNA a

sekvenovana.
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Tab. €. 8. Tabulka odrtid predstavujici diverzitu SLG I genu v souboru sledovanych odrid, alela W — alela
nalezena v odrtidé Westar, alela B — alela nalezena v odrtidé Brovnowski.

Odriida Alela W | Alela B | jina
Tiebi¢ska 1 0 0
Prerovska 1 0 0
Slovenska kr. |2 0 0
Sonata 2 1 0
Opus 0 1 0
Olquel 2 1 1
WRG 19 2 0 0
Falcon 0 0 1
Orkan 1 1 0
Trend 0 2 0
Senator 0 6 0

Sekvence vSech fragmentl byly hodnoceny programy Bioedit, Fasta PCR, Splits tree
a nasledovné porovnavany s fragmenty ptitomnymi v databazi NCBI pomoci programu

ClustalW.
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Obr. €. 9 Rozdéleni odrid podle ziskanych sekvenci genu SLG I pomoci programu Splits Tree.

(1 OriginW — Westar, 2 OriginB — Bronowski, 3 Origins — A10, 4 2Prerov - Pferovska 5 1Trebic — Tfebi¢ska, 6
10Sonat - Sonata, 7 10Sonat — Sonata, 8 6Slove - Slovenska krajova, 9 chybi, 10 6Slove- Slovenska krajova, 11
10Sona — Sonata, 12 chybi, 13 180Iqu - Olquel, 14 180Ilqu - Olquel, 15 180qu - Olquel, 16 18 Olqu - Olquel,
17 20Falc - Falcon, 18 19WRG19, 19 19WRG19, 20 230rka — Orkan, 21 230rka - Orkan, 22 27Tren — Trend, 23
27Tren — Trend, 24 27Tren — Trend, 25 32 Sena — Senator, 26 32Sena — Senator, 27 32Sena — Senator, 28
32Sena — Senator, 29 230rka — Orkan, 31 160pus — Opus, 32 chybi.)
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16 of 4050

Bylo hodnoceno 29 taxont, coZ odpovidd 29 testovanym rostlinam. Bylo sledovéano
1352 znakt u kazdé sekvence a bylo zjisténo, ze 900 znaki je konstantnich pro vSechny

sledované vzorky a v ostatnich se lisi. Vzorky ¢. 9, 12, 32 v obrazku chybi, nebot’ziskané
sekvence byly nehodnotitelné.
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Pomoci programu SplitsTree se nam podafilo rozdélit jednotlivé sekvence odriad do
¢tyt hlavnich skupin. Prvni skupina oznacena Cervenou Sipkou zahrnuje dvé sekvence (origin
Westar, origin A 10). Origin Westar (sekvence pochdzejici z odriidy Westar) je ziskana
z databdze NCBI a origin sequence Al0 je sekvence nefunkéni alely A10 pulikovana
v literatuie (GOring et al., 1992), pochéazejici rovnéz z odridy Westar (respektive Tower, ktera

predstavuje kratsi variantu sekvence nalezené rovnéz v NCBI).

Druhd skupina oznacend modrou Sipkou obsahuje skupinu odrid, které nesou
sekvence alel genu SLG I podobné sekvenci alely odriidy Westar ulozené v NCBI. Do skupiny
sekvenci alel podobnych alele A10 a origin Westar jsou zatazeny alely pochazejici z odrad
WRG19, Prerovska, Sonata, Olquel, Orkan, Tiebicska, Slovenska krajova. To jsou pfevazné

odridy staré, vyjimkou je odrtida Orkan, ktera byla registrovana v roce 1998.

Odridy, nesouci alelu se stejnou sekvenci jakd byla poprvé publikovana u  odridy
Bronowski ,jsou oznacené zelenou Sipkou, jedna se o odriidy Trend, Senator, Orkan, Olquel,
Sonata, Opus, coz jsou odriidy moderni. Vyjimky tvofi odridy Olquel a Sonata. Fakt, Ze bylo
u odriidy Senator nalezeno 6 rtiznych fenotypt, je velmi piekvapivé zjiSténi, nebot’ takto

vysokou diverzitu u postmoderni liniové odriidy jsme neptedpokladali.

Posledni malé skupina oznacend Cervenou Sipkou zahrnuje sekvence odrid Falcon a
Olquel. Tato stara némecka odrtida se nachézela ve vSech trech skupinach a spliuje

ptedpoklad o vyssi diverzité starych odrid.

Pro detekci S alel se s uspéchem pouziva metoda PCR-RFLP (CAPS). Nishio et al.
(1996) publikovali primery PS5, PS15 a PS 18, které nalezli pfi studiu druhu Brassica
campestris. Vyuzili metodu PCR — RFLP pfi studiu genotypu S15, kdy pomoci primerd PS5 a
i dalsi specificky primer PS18, ktery spolu s primerem PS5 také amplifikoval fragment
1300bp. Po Stépeni endonukldzami daval také rGznd spektra fragment. Podrobnéjsi

nukleotidou analyzou a Southern hybridizaci bylo dokazéano, Ze patii do tfidy I.

Pti analyze byl zkouman i plivodni pfedpoklad vychézejici ze studii Stein et al. (1991)

a Sato et al. (1991), ze se gen SLG I aktivuje pouze v urcité etapé ontogeneze a pouze ve zcela
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specifickém pletivu. Pro analyzu byla pouzita cDNA ziskana z mRNA zkoumaného pletiva,
kterym byl list, nezral¢ prasniky a nezralé i zral¢ blizny (zralé blizny byly pozdé&ji
ze zkoumani vylouceny, nebot u oteviené¢ho kvétu nemdme jistotu sterilniho odbéru

materialu, kterou tato analyza bezpodmine¢né potiebuje).

Pro nékteré vytipované vzorky byla pouzita pro klonovani a sekvenovani jako
zdrojova DNA 1 syntetizovana cDNA, ktera by méla mapovat aktudlni stav exprimovanych
alel u dané rostliny, avSak vysledky pouze potvrdily jiZ popsané skutecnosti.

Obr. €. 10 Analyza rtiznych pletiv (L- list, P — prasnik, B- blizna) na pfitomnost exprimovaného genu SLG / u
odrud Zorro (21), Falcon (20) a Oponent (15) a jejich porovnani s kontrolnim vzorkem DNA.

ML P B L P B L. P B DNA

Jak je patrné na obr. ¢.10, bylo potvrzeno, Ze se gen SLG [ projevuje pouze v bliznach,
totéZ popisuji ve svych pracech i Nasrallah et al. (1985) a Goring et al. (1992), Ze se skute¢né
jednéd o gen SLG 1, je potvrzeno porovnanim s kontrolnim vzorkem DNA. Podle Sato et al.
(1991) a Stein et al. (1991) je nizka uroven mRNA gentl SLG a SRK ptitomna 1 v praSnicich,
ale proteiny téchto gent nebyly v tkénich prasniki dosud detekovany (Delourme et al., 1995).

Nam se rovnéZ nepodafilo prokazat ptitomnost RNA alely genu SLG [ v praSnicich.
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Dolanska a Curn (2004) pouzili metodu PCR — RFLP pii studiu recesivniho genu SLG
tiidy II. Zjistili, Ze DNA fragment recesivniho genu souhlasil s SLG genem, ktery byl objeven
u odrady Westar. Dalsi zkoumané odridy mély shodnéd elektroforetickd spektra, ktera
odpovidala nefunk¢ni alele A10 nalezené u druhu Brassica campestris, u fepky (Brassica

napus L.) se nachdzi v genomu A pochazejicim prave z B. rapa (syn. campestris).

Park et al. (2001) provadéli sva testovani na odriidach zeli (Brassica oleracea L.) a
brokolice (Brassica oleracea var. botrytis italica). Pomoci techniky PCR - RFLP se jim
podaftilo odhalit 20 riiznych haplotypt. Pouzili tuto metodu s riznymi primery vztahujicimi se
k SLG genu a vysledky korespondovali s provedenym opylovacim testem. Selektivni primery
amplifikovali fragment 1150bp ve vSech sledovanych 40 liniich. U tfi z 20 linii byly pro
amplifikaci pouzity primery amplifikujici fragment charakteristicky pro tfidu I genu SLG a
u ostatnich byly pouzity primery pro tfidu II, ale nepodatilo se obé tiidy o sebe odlisit. Poté
tento test provadéli i u linii brokolice, u 15 z 20 vzorki pouzili primerovy péar pro tiidu I genu
SLG 1 a u 5 pro tiidu II. Nasledn¢ $tépili amplifikované fragmenty pomoci restrikénich
endonukledz a vybirali tu, kterd bude nejlépe korespondovat s vysledky dialelniho kfizeni a
jako nejlepsi se jim jevila Hinfl. Vysledky Stépeni, které poskytovala, se pIné shodovali se
sekvenéni nukleotidovou analyzou. PCR — RFLP byla rychlejsi a peclivéjsi v identifikaci
S haplotypi a jeji nespornou vyhodou pfi jejich odhalovani je nezavislost testu na dobé

kveteni, na kterém je zavisly test opylovani.

Mohring et al. (2005) testovali rodicovské linie (Al - 3875/3/3; AK - Lirajet) a jejich
F2 potomstvo, skladajici se z91 rostlin. Vysledky, kterych dosahli pomoci selektivnich
primerti, korespondovaly s opylovacim testem, kdy testovali jednotlivé rostliny po
samospraseni. Pro detekci polymorfismu mezi segregujici populaci pouzili s uspéchem enzym
Mbo 1, ktery jsme testovali i my, ale nakonec jsme se ptiklonili k pouziti enzymi Msel a

EcoRI.

Metoda PCR — RFLP byla uspésné pouzita i u dalSiho brukvovitého zéstupce
Raphanus sativus, Niikura a Matsura (1998) testovali 16 linii péstovanych tedkvi. Byly
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pouzity primery s vysoce konzervativnimi sekvencemi genu SLG 1 z druhu Brassica oleracea,

pomoci nich se linie daly spolehlivé rozdélit na dvé skupiny.

3. Stanoveni miry podobnosti ceskoslovenskych, ceskych a
némeckych odrud.

Na stejném souboru vzorkl (Ceské, Ceskoslovenské a némecké odridy), ktery byl
pouzit u piedchozi analyzy, byla provedena AFLP analyza. A to hlavné¢ z divodu vyieSeni
otazky podobnosti a odliSnosti jednotlivych odrid. Tato analyza na rozdil od analyzy
specifickych gentli postihuje komplexné cely zkoumany genom a fingerprinty ziskané po této
analyze mohou zahrnovat jak kddujici tak nekddujici oblasti.

Obr. ¢. 11 Zdrojovy obrazek fragmentacni analyzy po upravé programem Genographer, ktery byl pouzit jako
data pro skérovani v programu UltraQuant 6.0.
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Z tohoto zdrojového obr. ¢. 11 byla molekularni data naskérovana pomoci programu
UltraQuant 6.0. Naskorovana byla pouze data se silnym signalem (markerem). Pruhy o slabé
intenzit¢ byly zdatové matice odstranény. Nasledné byla sestavena binarni matice
pfitomnosti/neptitomnosti ,,pruhli® v dané zo6n¢ a provedeno statistické hodnoceni a analyza
téchto dat specializovanym softwarem MVSP (MultiVariate Statistical Package, slouzici pro
vypocet koeficienti genetické podobnosti, koeficientli genetické identity, vypocet genetické

vzdalenosti) a nasledovala koordina¢ni a shlukova analyza.

Obr. €. 12 Vysledek PCO analyzy AFLP dat. Modfe jsou znazornény ceské i ceskoslovenské odrtidy (1-16) a
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¢ervené odrtidy némecké (17-32). Zobrazeny jsou vSechny odridy bez korekci, ale i tak je zde moino
zaznamenat, rozdéleni odrtid podle jejich geografického ptivodu.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. ¢. 12 ukazuje vysledky PCO analyzy AFLP dat. Hlavni roz¢lenéni na Ceské a
ceskoskovenské (modie) a némecké (Cervené) odridy je zde naruseno prolinanim nékterych
odrid. Jedna se o staré némecké odridy, které jsou vnoteny do spektra odrid ceskych. Tato
situace ale nemusi byt nelogicka, je pravdépodobné, ze staré némecké odrudy typu populace
(17, 19) a staré Ceské krajové odridy (1, 2, 3, 4) mohou mit spole¢né nékteré predky. DalSim
,prebéhlikem* je jarni odriida Trend (27) uznand v roce 2005, ktera se zaradila mezi odrady
Ceské a tvoii skupinu s odriidami osmdesatych a z pocatku devadesatych let, toto pfifazeni
muze byt celkem nahodné, nebot’ odrida 27 je jarniho charakteru a toto zafazeni spise
vyjadiuje jeho vyraznou odli§nost od ozimych odriid némeckych. Ceské odridy maji mezi
némeckymi také svého zastupce a tim je Odila (14), kterd se nachazi mezi postmodernimi
némeckymi odridami, ale i1 zde je tato skute¢nost snadno vysvétlitelnd, nebot’ odrida vznikla

na zaklad¢ blizsi spoluprace mezi Ceskymi a némeckymi Slechtiteli.
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Obr. ¢. 13 Vysledek PCO analyzy po korekci AFLP dat programem MVSP, pfi korekci byly z grafu odstranény
nékteré odrudy (staré ceské 1,2,3,4 a staré némecké 17,18,19 a némecké odrtidy 27, 32 pro svuj odlisny jarni
charakter) a ¢eska odriida 14 némeckého pivodu byla pfifazena mezi némecké. Na grafu je patrné jasné
rozdéleni odrud na ¢eské a némecké.
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Podle obr. €. 13 je zfejmé, ze po analyze dat z korigované matice programem MVSP
jsou na grafu dobie viditelné 2 klastry, které nazorn€ rozd€luji skupinu odrid podle
geografické prisluSnosti, na odridy majici pivod v Ceskych resp. némeckych genovych
zdrojich. Rozdil v podobnosti mezi ¢eskymi a némeckymi odrtidami neni tak velky, protoze
se jedna o velmi blizkou oblast péstovani a Slechténi. Mnohem vyraznéjSich rozdilt by bylo
dosazeno pfi analyzdch odriid pochazejicich ze vzdalenych oblasti jako by bylo naptiklad
porovnani odriid z Japonska ¢&i Australie nebo z Ciny s Geskymi odriidami, nebot’ pii jejich

vytvareni byly pouzity velmi odlisné genotypy.
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Obr. €. 14 Vysledky PCO analyzy AFLP dat zkoumané z pohledu slechtitelskych cilli, popisuji mimo jiné i stav
ceského a némeckého slechténi. V soucasnosti u némeckého je zaznamenan trend posunovani vyvoje od

odrud starych k tém nejnovéjsim postmodernim, coz je nejpravdépodobnéji zpiisobeno vnesenim novych
genovych zdroji do stavajiciho genotypu.
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Pti podrobnéjsSim zkoumani muzeme vypozorovat dal$i informace, které nam obr.
&. 14 nabizi. Cervena skupina zahrnuje postmoderni némecké odridy 26, 28, 29, 30, 31,
vsechny jsou registrovany v obdobi 2005-2007, je k nim pfifazena téz ¢eska Odila (14) 1997,

ktera se svym pivodem hlasi k spoleénym némeckym predkiim.

V modfe oznacené skupiné jsou soustiedény Ceské odrady 7,8,9,10,11,12 pochazejici

z obdobi let 1978-1993, jsou charakteristické postupnym snizovanim kyseliny erukové az na
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minimalni mnozstvi. A ¢eské moderni liniové odridy 13, 15, 16 bez kyseliny erukové a

s minimem glukosinolatli jsou zatazeny v druhé modré skuping.

Obrazek ¢. 14 nam ale také poskytuje informace o stavu némeckého a ceského
Slechténi. Zatimco u némeckého miizeme zaznamenat vyrazny posun vyvoje odriid od starych
k postmodernim, s vysokou pravdépodobnosti pouzivani novych zdroji s dalSimi
zuSlecht'ujicimi vlastnostmi, coZ je v obrazku naznaceno Sipkou vedouci zprava doleva, ¢eské
Slechténi jakoby nestéle pteslapovalo na jednom misté, coz je v obr. €. 14 znazornéno Zlutou
skupinou, odriidy jako by byly stale tytéz, vyuzivajici stale stejné genové zdroje, neni zde
zaznamenan zadny posun. Je docela pravdépodobné, ze takovyto pristup ke Slechténi nemusi
vést k n¢jaké katastrofé, ale mize mit za nasledek sjednoceni odrid podobného genotypu, coz
pti soucasném trendu hybridniho Slechténi mlze nastat situace, Ze po kiizeni odriid velmi
podobného charakteru nenastane kyZzeny heter6zni efekt nebo alespont nebude tak vyrazny, jak

by mohl byt.

Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k podrobnéjSimu zkoumani pivodd odrid
z dostupnych informaci v databazi EVIGEZU, popiipad¢ ziskanych od pana Ing. Zehnalka.
Bylo zjistovano, zdali se nachazi v rodokmenech spole¢ni predkové u jednotlivych odrid, ale
nebyla zaznamenana zadna blizsi spojitost. Divodem mohou byt jednak netplné informace
o rodokmenu, kde jsme podle riiznych oznaceni Slechtitelskych materidlii nevystopovali
spolecné predky, ale i kratka rodokmenova tada, kterd je zde uvedena. Dal§im z divodl by
mohl byt i subjektivni vliv samotného §lechtitele vybirajiciho vhodné materialy postupujici ve
Slechtitelském procesu déle. Je sice mnoho laboratornich testli, které vyhodnocuji rtizné
parametry u jednotlivych zkouSenych materiald, ale nakonec je to vzdy Slechtitel, ktery na

zaklad¢ zjisténych parametr rozhodne.

Obr. €. 15 Vysledky shlukové analyzy UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages)
vSech analyzovanych odrid, které vyjadfuji miru podobnosti jednotlivych odrud.
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Cisla 1-32 znazoriiuji odridy, ¢isla na spodni ose vyjadiuji koeficient podobnosti

Pomoci shlukové analyzy byl vytvoren kladogram, viz obr. ¢. 15 udavajici miru

podobnosti jednotlivych odrid. Kladogram mizeme rozdélit na dvé hlavni vétve, které se dale

¢leni podle koeficientu podobnosti. Jedna vétev nam odliSila dvé odridy Slovenska krajova

(6) a Opus (16), které jsou uplné jiné nez zbyvajici Clenové sledované skupiny odrid.

Vzhledem k délce obou vétvi se i presto da fici, Ze odriidy jsou si navzdjem podobné.

Odridy 1-3 jsou registrované v 50. letech minulého stoleti, u nichz nebyla zjisténa

z4dna informace o pravdépodobném ptivodu, se od sebe ptilis nelisi. Jedna se o staré krajové

odridy typu populace s vysokym stupném cizospraSeni, pochézejici ptiblizné ze stejného

izemi, v disledku &ehoZ maji Sirokou aviak podobnou genetickou zakladnu. Odraida Ceska
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krajova (4) ma také neznamy pivod, ale diky svému jarnimu charakteru se od skupiny odrid
I, 2 a 3 odliSuje a netvoii spolecné¢ snimi ani spoleény klastr. Slovenskd krajova
s Ceskoslovenskym piivodem a dal§i odridy snezndmym plivodem se od zbyvajicich
liniovych odrid vyrazné lisi. Liniové odriidy vznikaji samospraSenim za postupného ustaleni
linie, proto jsou od odrid krajovych velmi vzdalené. Vzhledem k riiznym rodi¢ovskym

komponentim jsou si mén¢ podobné i vzajemné samy mezi sebou.

Z némeckych odrid se od ostatnich odliSuji odridy Rechbergrs Winterraps (17) a
WRG 19 (19). U odrid Rechbergrs Winterraps a WRG 19 je udavan ptivod némecky, avsak
nepodafilo se zjistit ani jejich pfiblizny rodokmen. Z vysledkti PCO analyzy se da usoudit, ze
mohly mit nékteré spole¢né piedky se starymi Ceskoslovenskymi a ¢eskymi odriidami, anebo
je tato situace urCovéna jejich Sirokou genetickou zakladnou, kterou jsou odridy typu
populace charakteristické. Odrtidy Trend (27) a Senator (32) patii sice mezi jarni odrudy

fepky, ale nijak vyrazné se od ostatnich némeckych odrud nelisi.

Identifikace registrovanych odrid, studium a charakterizace diverzity genovych zdroji
a ovétovani Cistoty Slechtitelskych linii a semen jsou hlavni pole plisobnosti molekularnich
markeri v programech Slechténi fepky. Tudiz lepSi znalosti o rozdéleni donorovych
(darcovych) genu, genetickych dispozic zemédélsky 1 ekonomicky vyhodnych dulezitych
znakli a dostupnost genetickych zdroji, vybéri a markerovacich systémt hraje velmi
diilezitou roli pfi pouziti technik molekuldrniho markerovani a novych postupti pfi Slechténi
kulturnich rostlin. AFLP metoda je podle Powell et al. (1996) a Lombard et al. (2000) velmi
uziteCnym nastrojem pii identifikaci odrtid. Ve své praci porovnavali 83 odrad jarnich a
ozimych odrid fepky se sedmndacti kombinacemi AFLP primerd. Pro odliSeni 83 odrid jim
stacilo pouzit dvé primerové kombinace. Pomoci téchto dvou primerovych kombinaci se jim
podafilo rozlisit i odriidy Eurol a Idol. AvSak Lee et al. (1996) neuvadi mezi zminovanymi
odridami zadné vyznamnéjsi rozdily na zékladé svych dat ziskanych pfi testovani téchto
odriid pomoci techniky RFLP. Oproti tomu Hu et al. (2006) hodnotili genetickou diverzitu u
druhu Brassica napus pochazejicich zEvropy a Ciny podle deviti vyznamnych
agronomickych vlastnosti. Mezi vybrané agronomické vlastnosti byly zarazeny tyto: vyska
rostlin, pocet vétvi pfi primarnim vétveni, poloha prvni priméarni vétve, mezni délka

kvétenstvi, pocet SeSuli na jedno kvétenstvi, pocet SeSuli na celou rostlinu, pocet semen
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v $eSuli, hmotnost tisice semen, vynos semen na jednu rostlinu. Na zaklad¢ vysledkii téchto
vybranych agronomickych vlastnosti zjistili, ze se shoduji s dostupnymi informacemi o
rodokmenu a geografickém plvodu posuzovanych odrid, rovnéz tomu tak bylo u jejich
vysledkli z ptedeslé studie pomoci RAPD analyzy. Oproti tomu se vSak jejich zavéry
neshoduji se zjisténymi poznatky RFLP analyzy, kterou pouzili Song a Osborn (1992), Diers a
Osborn (1994) a Lee et al. (1996).

Sebastian et al. (2000) se snazil o integraci AFLP a RFLP dat ziskanych pfi studiu
druhu Brassica oleracea do genovych map. Také Jones et al. (1997) i Sobotka et al. (2004)
publikovali vys$si Groven polymorfismu a vyssi rozliSovaci schopnost pii porovnavani metody
AFLP s RAPD a SSR. Seyis et al. (2003) pouzil AFLP markerovéani k analyze genetické
diverzity u fepky, kdy pocet polymorfnich lokusi na jednu analyzu je dilezitym faktorem pro

odrudovou identifikaci.

Metoda AFLP byla kromé RFLP a RAPD porovnavana i s jinymi technikami. Hale a
Farnham (2005) porovnavali mezi sebou tii rizné markery: SRAP, AFLP a SSR pro detekci
genetickych rozdilti v inbrednich liniich u brokolice (Brassica oleracea var. botrytis italica).
Pomoci AFLP se podafilo odhalit vétSi mnozstvi polymorfnich mist a je tedy mnohem
vhodnéjsi pro rozliSeni posuzovanych vzorki. I kdyz se uvazi pracnost, ndkladnost metody a
casova naro¢nost. AFLP v této praci poskytla 20 polymorfnich pruhli na jednu primerovou
kombinaci, naproti tomu SSR marker, kde je polymorfismus zachycen u dvou pruhii na

primer a u SRAP je to 14 pruhtl na primer.

Dalsi pouziti této techniky je odliSovani hybridd mezi druhem Brassica napus L.,
piibuznymi planymi druhy (Hansen ef al, 2001, 2003) a piipadné¢ mezi transgennimi
rostlinami a jejich planymi ptfibuznymi (Warwick et al., 2003). Ke et al. (2004, 2005) se
pomoci AFLP pokusili o identifikaci rostlin spojenou s recesivni pylovou genovou sterilitou
(RGMS). Janeja et al. (2003) pouzil AFLP pro identifikaci CMS hybridd. Je popsané také
vyuziti techniky AFLP pfi identifikaci zlutosemennych fepek (Zhi-Wen et al., 2005; Yu et al.,
2007).
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4. Testovani markeru pro rozliseni rostlin s riznym obsahem

kyseliny linolenové.
Ukolem 4. feseného okruhu bylo testovani vhodnosti pouziti RAPD markert s primery

OPB12 a OPBI15 pfi rozliSovani rostlin s vysokym standardnim a sniZzenym obsahem kyseliny
linolenové v oleji. Do testu byly zatazeny jednotlivé soubory rostlin, skladajici se z 12 rodin
vzniklych po vzajemném kiiZeni rodiCe se snizenym obsahem a rodi¢e se standardnim

obsahem. Testovano bylo 12 rodin oznac¢enych pismeny A, B, C, D, E, G, H, I, J, K, L, M.

Byl stanoven interval pro obsah kyseliny linolenové 4,76 % - 6,99 % znamenalo nizky

obsah (N), 7 % - 9,17 % odpovidalo vysokému obsahu (V).

Na fotografiich elektroforegramii byla hodnocena spektra pruhii o velikosti 1300bp,
1100bp, 1000bp, 950bp, 800bp, 700bp, 500bp, 400bp, 300bp, 200bp. Byla vytvorena matice

pritomnosti a nepfitomnosti pruhu a vyhodnocena programem MVSP.

Obrazky a komentaie k jednotlivym rodinam

Tab. €. 9 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny A

Rostlina | OP1006 |OPBNO07 (F | Al
Obsah

C18:3 - - - 7,49
V/N N \ - \

Obr. ¢. 16 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu A, sledované spektrum pruh je v z6né 200 — 1300 bp.
M OP OPBN FI Al

100 1006 07
bp BN v

Pii tak malém poctu jedincit v potomstvu se rodina zodpovédné hodnotit neda.

Muzeme jen konstatovat, ze potomek ma vyssi obsah kyseliny linolenové a spektrum pruhi je
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stejné jako u rodice s vyS$$im obsahem, coz odpovida i naméfené hodnoté obsahu kyseliny

cvwr

Tab. €. 10 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny B

Ro oP
stli |OP |BN B1

na (904|107 (F |B1 (B2 |[B3 [B4 |BS |B6 |[B7 |B8 [B9 |0
Ob

sah

C1 8,3 18,5 (82 (9,1 6,7 (73 |7,6 |89 7,8 |7,5
8:3 | - - - |6 8 |4 |7 1 7 8 2 |3 4
v/

N [N [V |- |V |V |V [V [N |V [V [V [V |V

Obr. €. 17 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro tcely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu B, sledované spektrum pruhti je v z6né 200 — 1300 bp.

M OP OPBN Fl Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 BE& BYS B10
100 904 a7

bp N v W Vv W W N W v v W v
e
-
| V- -l ol e | o - = ——
. e B I L . L E B T —

S G d et GED b et i T e R e .

- * G -1 : O

L]
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Rodina s celkové vysSim obsahem kyseliny linolenové. Vsechny rostliny maji
spektrum jako rodiCovskd rostlina s vy$§im obsahem a to i rostlina B5. Ta vSak svym

obsahem spadé jiz do druhé skupiny, ale i tam se bliZi horni hranici intervalu.

Tab. €.11 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny C

Ro op
stli |OP [ BN C1

na [904/09 |F [Cl1 |C2 |C3 |C4 |[C5 |C6 |CT [C8 |C9 |0
Ob

sah

C1 7,9 (7,6 |84 |81 |73 6,3 7,5 17,7
8:3 | - - - 6716 |6 [6 [2 [5 [76[7 [4 |3
v/

N [N [V [- IN [V [V [V [V [V |V N |V |V

Obr. ¢. 18 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro tcely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu C, sledované spektrum pruhi je v z6né 200 — 1300 bp.
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Cl, C4, C6, C10 jako rodi¢ s nizkym obsahem, ale pouze C1 ma nizky obsah, i kdyz i
ten se spiSe blizi horni hranici intervalu. C2, C3, C5, C7, C8 jako rodi¢ s vysokym obsahem,

ale C8 svym obsahem spada do intervalu nizkého obsahu. C9 odlisné spektrum.

Tab. €. 12 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny D

op

Rostlina 1006 | Winner |[F|D1 |D2 |D3|D4 |DS |D6 |D7
Obsah C18:3 | - - -16 (16,0216, {6,35|7,6 |7,12]|8,12

78



N
O

V/N N \Y -IN [N [N [N |V |V |V

Obr. ¢. 19 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu D, sledované spektrum pruht je v zéné 200 — 1300 bp.

M -] OP  JWinner) Tl o Dl ant s Das s i D D o D e

100bp 1006
N v LR B S T e

i
—— 5 s
L i :
e L Heiisd B . w v
S — — - b — — — mu G
B * W — — - “ [ —
- ﬂ m*“ﬂ“ﬂ"““ﬁ

D1, D2, D4, D5 maji spektrum jako rodi¢ s nizkym obsahem kyseliny linolenové, i
kdyZ rostlina D5 ma obsah 7,69% a tadi se ke kategorii s vysokym obsahem, oproti tomu
rostlina D3, by se svym obsahem fadila do skupiny nizkoobsaznych, ale spektrum pruht

tomuto stavu neodpovida, D6, D7, D8 uz ano, maji spektrum pruhti stejné jako rodic¢ s vyssim

obsahem.
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Tab. €. 13 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny E

op OP-

Rostlina | 1006 BN-09 |F|(E1 |E2 (E3 |E4 |E5 |E6 |(E7 |[(E8 |E9 |E10 |Ell
Obsah

C18:3 - - 5,37 5,2 |5,67 [8,07 (887 [9,07 |5,07 16,07 [7,24 |6,37 |6,05
VIN \ N -|IN N |N \Y \ \Y N N \Y N N

Obr. €. 20 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu E, sledované spektrum pruh je v z6né 200 — 1300 bp.

E6, E7, jako rodi¢ s nizkym obsahem, kdy E6 ma vyrazné vysoky obsah pies 9%, ale
spektrum pruhti stejné jako sesterska rostlina, E1, E2, E4, E8, E9, E10 jako rodi¢ s vysokym
obsahem kyseliny linolenové, E3, ES, E11 jiné spektrum, odlisné jednak od rodi¢ovskych, ale

1 sesterskych rostlin.
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Tab. €. 14 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny G

0] OP-
Rostlina 1006 [BN-12 [F[G1 |G2 |G3 |G4 |G5[G6 |G7 |G8 [GY |G10 |G11 |GI12

Obsah
C18:3 - - 6,71 16,37 |7,13 16,74 |6,8 |7,38 |7 7,89 16,54 (6,4 |[5,54 |5.,5

V/N \Y N - [N N \Y N N |N vV |V N N N

Obr. ¢. 21 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro tcely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu G, sledované spektrum pruhti je v zéné 200 — 1300 bp.

M OP OPBN F1 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10G11 G12

100 1006 12
bp N V NE N S NN N NN NN N
-
ol —— e R . - S G Sl o W
- k% S R — p—

- B S s Sl TD DD B . - -

G3, G5, G10 spektrum pruhi jako rodi¢ s nizkym obsahem, av§ak G3 ma obsah mirn¢
nad primérny. G11, G12 vykazuje spektrum pruht jako rodi¢ s vysokym obsahem, ale
fakticky obsah k. linolenové je v obou ptipadech nizky. U vzorka G1, G2, G4, G6, G7, G8,

G9 se opét objevuje jiné spektrum nez u rodi¢ovskych jedinct.
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Tab. €. 15 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny H

H
Rostlina |OP 1006 |OP-BN-13 |F|H1 |H2 |H3 |H4 [HS |Hé6 |7
Obsah 5,8 6,6 8,2 |5,
C18:3 - - -18 4,76 | 5 7,4415,54 1 68
V/N \Y N -IN [N [N |V [N |V |N

Obr. €. 22 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro tcely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu H, sledované spektrum pruhi je v z6né 200 — 1300 bp.
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100 1006 13
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L1 B

Spektrum pruhtl, které se objevuje u rodi¢e s nizkym obsahem, se nevyskytlo u
zadného ze vzorkd, i kdyz se zde ptevazné objevuji vzorky takto urcené, H4, H5, H6 jako

rodi¢ s vysokym obsahem, H1, H2, H3, F7 jiné spektrum.

Tab. €. 16 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny |

OoP OP-
Rostlina 1006 {1013 |F |11 12 I3 14 I5 |16 17 18 19 110 |11 112 113

Obsah
C18:3 5,56 16,14 15,99 [6,97 16,8 [826 (7,21 [7.81 16,95 [6,6 [8,35 [6,7 [5,92

V/N \ N - N N N N N [V W W N N |V N N
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Obr. €. 23 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu I, sledované spektrum pruht je v z6né 200 — 1300 bp.

I1, 12, 18, 19 spektrum pruhti jako rodi¢ s nizkym obsahem, ale ve vy¢tu chybi nékolik
dalsich, které by se do této skupiny podle svého obsahu hodily, avsak nachazi se ve druhé
skuping. 13, 14, 15, 17, 19, 110, 111, 112 jako rodi¢ s vys§im obsahem, 16, I8 jiné spektrum.

Tab. €. 17 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny J
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Rostlina |OP 904 |(Winner|(F |J1 (J2 (J3 (J4 [J5 |J6 |J7 |J8

-

Obsah 82 8,8 83 18,9 9,6 |0
C18:3 - - - 12 7,5616 7,7416 |2 8 |6 3
V/IN \Y N - |V [V [V |V [V |V |V |V |V

Obr. €. 24 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu J, sledované spektrum pruhi je v zéné 200 — 1300 bp.

Cela skupina se vyznacuje celkové vysokym obsahem kyseliny linolenové, ktery
dosahuje nadprimérnych hodnot, presto se tu vSak objevily dvé rostliny J1 a J4, které by se

podle spektra pruhi fadily k rodi¢i s nizkym obsahem.
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Tab. €. 18 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny K

Rostlina |OP 904 | OP-BN-09 |[F K1 |K2 K3 |[K4|K5 K6 |K7 [K8
Obsah 8,8 7,9
C18:3 - - - 17,36]7,118,23(8,4|7,58|7 7,7619
V/IN \Y N - [V |V |V [V ]V |V |V |V

Obr. €. 25 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu K, sledované spektrum pruhti je v z6né 200 — 1300 bp.
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Skupina K obsahuje opét pouze jedince s vy$$§im obsahem kyseliny linolenové, K1,
K2, K4 maji spektrum pruhti jako rodi¢ s nizkym obsahem, K3, K5, K6, K7, K8 jako rodi¢

s vy$§im obsahem.

Tab. €. 19 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny L

Rostlina |OP 904 |OP-BN-13 |F|L1 |L2 |L3 |IL4 |LS|L6 |L7 |L8 |L9 |L10
Obsah 6,9 6,2 6, |79 6,6 |6,1
C18:3 - - - 17,412 4 83215 |5 6,835 4 6,66
V/N \Y N -lV. IN [N [V IN|]V IN [N [N |N

Obr. €. 26 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro ucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu L, sledované spektrum pruh je v z6né 200 — 1300 bp.
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L1, L2, L3, L4, L6, L9, L10 vykazuji spektrum stejné jako rodi¢ s nizkym obsahem,
ale svym obsahem se mezi nizkoobsazné tadi pouze L2, L3, L9 a L10. Jako rodi¢ s vysSim
obsahem se jevi vzorky L5, L7, L8, ale vSechny maji obsah spiSe nizsi pohybujici se mirné

pod hranici intervalu.

Tab. €. 20 Obsah kyseliny linolenové v oleji (%) u rostlin rodiny M

Rostlina |OP904 | OP-1013 |F M1l M2 M3 M4 |[MS (M6 (M7 (M8
Obsah 7,0 7,9 18,7 7,6 (8,5
C18:3 - - - 6 8,269 8 8,544 1 7,91

88



VN |v N |- v [v [v [v [v [v [v |[v |

Obr. €. 27 Vysledek RAPD analyzy s primerem B12 pro tcely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu M, sledované spektrum pruh je v z6né 200 — 1300 bp.

M OP op Fl MI M2 M3 M4 M5 M6 M7 M3
100bp 904 1013

i AR beY e N O v Y
P

—— y
. e [F——

"'::: g L Siieh  Tsanctis -

e Wk i '

Na prvni pohled maji oba rodice stejné spektrum, tudiz je tato skupina nehodnotitelna
a tento primer se pro ni nehodi. V potomstvu se vSak nachazi rozdily, ale vzhledem k tomu, ze

jsou vSechny vzorky zafazeny do skupiny s vys§im obsahem, nemame rozhodujici porovnéni.

Ne vSechny rostliny v souboru maji stejnou diverzitu kyseliny linolenové. Rozpéti
mnozstvi v obsahu kyseliny linolenové se pohybuje od 2%- 20% v intervalech (2-4(4-8)8-
12,12-20%).
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Obr. €. 28 Vysledky analyzy UPGMA RAPD dat. Jsou patrné dvé hlavni skupiny jedinch pochazejici z kfizeni dvou rodi¢ovskych linii OP1006 a OP 904.

UPGMA

Gower General Similarity Coefficient




Z obrazku €. 28 je patrné rozd€leni na dva hlavni klastry, coz je logické, nebot’ pro
kiizeni byly pouzity dvé rodi€ovské rostliny se snizenym obsahem kyseliny linolenové OP
1006 a OP 904, na které jsou postupn¢ nakiizovany dalsi odrady a perspektivni Slechtitelské
materidly s vynikajicimi vlastnostmi. Z dalSiho rozdé¢leni je patrna urcitd diferenciace do
skupin, které do urCit¢ miry kopiruji rodinové uspotfadani, které se ndm prendsi i do

nasledujiciho obrazku ¢. 28.

Obr. €. 29 Vysledek PCO analyzy RAPD, pfi analyze vzniklo 11 skupin jedincti odpovidajici téméF zastupctim
jednotlivych rodin.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Na obr. €. 29 je patrnych 11 skupin rostlin, které v pfevazné vétSiné neodpovidaji
zastoupeni jedinc v jednotlivych rodinach. Proto se pii dal$im porovnavani vysledkl
ptistoupilo 1 k PCO analyze, ktera sdruzovala RAPD vysledky se ziskanymi obsahy kyseliny
linolenové v % viz obr. €. 30. PCO analyza sdruZzenych dat (RAPD a obsahil kyseliny
linolenové) ndm rozdélila soubor testovanych rostlin na 9 skupin, ale ani pii tomto rozdéleni

nebyla zjisténa uspokojiva data.



Obr. €. 30 Vysledek PCO analyzy sdruzenych dat z RAPD a obsah kys. linolenové jednotlivych rostlin

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Dv¢ hlavni skupiny podle rodicovskych komponent nesouci znak snizeného obsahu

k linolenové, potomstvo linie OP 1006 na levé strané a potomstvo OP 904 na pravé.

Obr. €. 31 Vysledek RAPD analyzy s primerem B15 pro tucely hodnoceni segregace znaku zastoupeni mastnych
kyselin pro rodinu I, sledované spektrum pruhi je v z6né 200-700bp.



v

RAPD analyza stimto primerem B15 (obr. ¢. 31) neposkytovala dostatecnou

variabilitu potfebnou pro hodnoceni, a proto se jeji vysledky nehodnotily.



Obr. €. 32 Vysledky PCO analyzy RAPD dat pro jednotlivé rodiny A, B, C, D

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)

Ais 1

0.45—— 0.45——
037 037
oPEN07 ?
028 028—— 89
Fi-1 810 i Koo
018~ 018 B12
~ 009 - 0.00——
2 2
| | | | | | | | | | | | | | : | | | |
s ol ok o ot 000 ot ol o7 ot 04 ok ok o oo ots ot o2 o7 &
009 .00
A 018 018~
A 00
A B2
ozt w2t A
oP 904
037 037
0451 0451
s 1 s 1
PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient) PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
0.45—— 0.46——
037 o8 037
A WINNER
028—— F1B10 05 028——
BN 09 A
018 018
c2
009 009——
° A S o e
3 % D1
2 cs CcB 2 A A A
| | | | | | | A M | | | | | { | | I I I |
I T T T T T T T T 1 I I I T I I I I 1
0.8 037 028 0.8 009 009 0.8 028 037 045 046 037 028 018 009 009 0.8 028 037 046
009 000
018 s Omm05 018
028 A 028——
oP 904
037 037
s 0451
s 1




Obr. €. 33 Vysledky PCO analyzy RAPD dat pro jednotlivé rodiny E, G, H,

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)

PCO case scores (Gower General Sirmilarity Coefficient)
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Obr. €. 34 Vysledky PCO analyzy RAPD dat pro jednotlivé rodiny J, K, L,

Axis 2

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Axis 2

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Z obrazku ¢. 32-34 je patrné, ze primer OPB 15 se pro ucely identifikace rostlin

s nizkym obsahem kyseliny linolenové u sledovanych rodin nehodi.

Pomoci primert OPB 12 a OPB 15 se tedy nepodafilo odlisit rostliny s vysSim a se

snizenym obsahem kyseliny linolenové.

Pti podrobném zkoumani PCO analyza z RAPD dat nebyly zaznamenany zadné
uspokojivé vysledky, které by podpoftily vyuziti testovanych primerdt OPB 12 a OPB 15 pfi

analyzach souborti rostlin s takto nizkou diverzitou v obsahu kyseliny linolenové.

Primer OPB 12 by se tudiz v tomto ptipad¢ dal s uspéchem pouzit pouze jako marker,
ktery by rozliSil potomstvo téchto rodicovskych komponent OP 904 na strané jedné a
OP 1006 na stran¢ druhé.

C a K rodiny pochazi navic ze stejné kombinace kiizeni rodi¢ovskych komponentit OP
904 a OP BN 09, avsak s vyménénymi pozicemi matetské a otcovské rostliny. Proto se asi

nachazi ve skupiné vétsina K a nékterd C, 1 kdyz ta jsou pak 1 v dalSich.

Obsah a kvalita oleje v semenech fepky jsou jedny z hlavnich kriterii vybéru novych
odrid. Nicméné€ akumulace oleje v semenech je komplikovany proces jak metabolicky tak
geneticky (Zhao et al., 2011). Na slozeni mastnych kyselin v oleji maji vliv také teplota
prostfedi a vyziva dusikem (Baux et al., 2011). Jako HO (high oleic) linie jsou popsany
materialy s obsahem kyseliny olejové okolo 79,5 % a LL (low linolenic) zase linie s obsahem
kyseliny linolenové okolo 2,1%. Tyto materidly byly ziskany chemickymi mutacemi ethyl
metasulfonatem a posléze byly od téchto mutantii odvozeny linie (Spasibionek et al., 2011).
Pomér kyselin olejové a linolenové byl sledovan i u dalSich brukvovitych, naptf. u rodu
Arabidopsis je v soucasnosti popsano n¢kolik stovek gent ucastnicich se metabolické drahy
mastnych kyselin. Také u fepky jiz byla identifikovana fada QTL pro hodnoceni obsahu oleje,
ale kvalitni mapa a popfipadé mapa zalozena na jejich klonovani jesté¢ nebyla publikovana

(Zhao et al., 2011).

Ale jiz v roce 1995 Tanhuanpia et al. (1995) zvefejnili asociace mezi RFLP a RAPD

markery na stran¢ jedné a obsahem kyseliny linolenové na strané druhé. V testu pouzil 8



RFLP markerti a 34 RAPD, spolehlivé vysledky poskytl RAPD marker 25a, ktery nachézi
odezvu pii zkoumani obsahu kyseliny linolenové rtiznych rostlin. V roce 2002 Tanhuanpéa a
Schulman rozsitili spektrum primerta pouzitelnych pii molekularnich analyzach hledajicich
alelové specifické markery. Nalezli 27 RAPD markert pro fad3 gen, které zarovenn mohou byt
pouzity také pifi marker asistované selekci. Zaludova (2007) hledala markery, které by
rozliSily rostliny se snizenym obsahem kyseliny linolenové vramci souboru rostlin
pochézejicich ze Slechtitelskych materiald. Vybrala dva RAPD markery pochazejici
z Operonové fady primertt OPB12 a OBP15, pro testovani diverzity rostlin v obsahu kyseliny
linolenové. Pomoci primeru OPB15 se ji podafilo ¢astecné rozliSit rostliny se snizenym a
standartnim obsahem. My jsme se pokusili ovefit pouziti téchto primertt v ramci nového
souboru rostlin, rozdéleného na 12 rodin. Zatimco u Zaludové (2007) se primer OPB15
osve&dcil jako marker, na ndmi pouZzitém souboru rostlin zklamal. Spektrum fragmentli na
agarosovém gelu neposkytlo zadnou spojitost s vysi obsahu kyseliny linolenové. U naseho
souboru testovanych rostlin tento primer nevykazoval zddnou diverzitu. Primer OPB 12 se
sice Zaludové (2007) jevil jako slabsi marker, v naSem piipadé poskytl odlisna spektra
fragmentli. Ale pti dal§im zkoumani vysledki, bylo zjisténo, Ze se nedaji spolehlivé odlisit

rostliny se standardnim a snizenym obsahem kyseliny linolenové.

Na pomérné vysokou podobnost Slechtitelskych linii poukazuji 1 vysledky
sekvenacnich analyz genu fad3 (gen fidici syntézu enzyml zapojenych do biosyntézy
mastnych kyselin, kdéduje desaturazu a tidi tak syntézu kyseliny linolenové u rodi¢ovskych

linii liSicich se v obsahu této mastné kyseliny).

Roslinski a Falk (2011) publikovali vysledky zkoumani fad 2 genu a jeho podilu na
obsahu oleje u druhu Brassica juncea. Interspecifickou hybridizaci a naslednym
nékolikandsobnym backcrossem ziskali materialy s nizkym obsahem kyseliny erukové. Dale
se u vzniklych linii zaméfili na studium fad 2 genu majicim vliv na obsah mastnych kyselin a
tim 1 ziskani kvalitniho oleje srovnatelného s fepkovym. Identifikovali nékolik alel tohoto
genu a zjistili, Ze alela FAD2B je pfitomna ve vzorcich s niz§im a stfednim obsahem (do 55%)
kyseliny olejové, ale nenachazi se u jedincl s vysokym obsahem (nad 55%). Dalsi testovani
dihaploidni populace ukéazalo chybé&jici dlouhy fragment obsahujici tuto alelu. Tato delece

byla nésledné zjisténa v distalni ¢asti chromozomu J11.






8.Zaver

Shrnuti prace je uvedeno v nasledujicich bodech, podle hlavnich cild, kterym je tato prace vénovana.

Vysledky markerovani se tykaly ¢tyf hlavnich okruhti:

1)

2)

3)

4)

Vysledky prvniho okruhu potvrzuji moznost vyuziti nékterych molekuldrnich markerd k selekci
Al/AK rostlin pouzivanych v pribéhu Slechténi. Molekuldrni marker pro detekci genu SLG | byl
s Uspéchem vyuzit k selekci Al rostlin a eliminaci nezadoucich AK rostlin, jiz na Urovni kli¢nich
rostlin. Zjisténa ucinnost selekéniho markeru pres 80%, je vice nez uspokojiva z pohledu
potteb $lechtitele. Pfi porovnani s vysledky semenného testu provedeného ve VUOL v Opavé,
ktery ukazuje aktualni stav rostliny, se jevi jako vyhodnéjsi zejména z hlediska moznosti ¢asné
selekce v rané rlstové fazi na Grovni kli¢nich rostlin. Zatimco na vysledky semenného testu
musime Cekat na konec vegetacniho obdobi. Nevyhodou pouZivani molekularniho markeru je
ale jeho ovlivnéni inhibi¢nimi a modifikacnimi geny, které se vyraznéji projevuji v dalSich
generacich po kfrizeni.

Analyza souboru starych krajovych odrid ziskanych z genové banky, potvrdila prvotni
domnénky o vyssi variabilité genu SLG / u odrid typu populace. Zajimavé je, Ze se tato
variabilita, i kdyZ v mensi mife vyskytuje i u odrid novéjsich. Pfedpokladalo se, Ze je zde
pritomna pouze nefunkcni alela A10, ale ukazuje se, Ze odridy mohou obsahovat i dalsi
nefunk¢ni alely. Bylo by vhodné zaméfit se na blizsi studium téchto zdroj novych alel a na
jejich mozné vyuziti v praktickém slechténi hybridnich odriid. Nebot je vhodnéjsi pouZziti
odrd jiz s urcitym stupném proslechténi a zejména vyssi kvality oleje, nez hledani novych
zdrojli s poZzadovanymi vlastnostmi u resyntetizovanych materiald nebo planych druh(, kde je
skladba mastnych kyselin naprosto nevyhovujici sou¢asnym potiebdam a bylo by velmi narocné
a jisté dlouhodobé tuto kvalitu opét ziskat.

Na zékladé AFLP studie pfibuznosti testovanych odrld bylo zjiSténo, Ze ceské a némecké
Slechténi se dlouha léta vzajemné ovliviiovalo a je znat, Ze zejména zpocatku pracovalo s velmi
podobnym materidlem. Je to pravdépodobné zplisobeno i charakterem starych odrid se
Sirokou genetickou zakladnou. S postupem ¢asu je u némeckého zpisobu zuslechtovani fepky
patrny odklon od tradi¢niho sméru Slechténi. Tento posun mze byt zplsoben i vyuzitim a
zapojenim novych genovych zdroj do systému tvorby odrid. Zatimco na ¢eském slechténi je
patrna dlouhodobd stagnace vyvoje novych odriid a neni zde zaznamenan témér zadny posun.
Bylo by vhodné ziskat vhodné genové zdroje pro oZiveni soucasného stavu.

PFi testovani markert pro vysi obsahu kyseliny linolenové v rdmci souboru $lechtitelskych
materidll, byly cilené plnény poZadavky Slechtitell na ziskani spolehlivého markeru pro tento
znak. Bylo zji$téno, 7e vysledky neodpovidaji predpokladiim, predevsim proto, ze dosud v CR
nebyly nalezeny zdroje dostatecné nizkého obsahu kyseliny linolenové, jejichz obsah by se
pohyboval na Grovni 2-3%. Na souboru malo kontrastnich rostlin je téméf nemozné
vysledovat néjaké zakonitosti. Obzvlasté u znaku ve velké mife ovliviiovanych podminkami
prostfedi jako je tomu u obsahu kyseliny linolenové. Odvozeni molekularnich marker( pro
hodnoceni kvality oleje fepky — markerovani nizkého ¢i vysokého obsahu kyseliny linolenové
je dalSim ptikladem vyuziti metod molekuldrniho markerovani ve Slechténi fepky. Pro
ovérovani ucinnosti vyvinutého markeru byla pouZita série ,,rodin“ — rodi¢ovské komponenty,
F1 hybridy a F2 populace po kfiZzeni genotypl s rozdilnymi obsahy mastnych kyselin v

oleji semen. Tato kiizeni byla provedena ve VUOL v Opavé, semena jednotlivych generaci
poskytl pro molekularni analyzy Ing. R. Koprna, PhD. Screening marker( byl proveden

v pfedchozich letech v rdmci feseni projektd. U viech analyzovanych jedincl byla k dispozici i
data o kvalité (obsah GSL, obsah mastnych kyselin - olejové C18:1, linolové C18:2 a linolenové



C18:3) ziskand na zakladé standardnich chemickych analyz. Urcitym nedostatkem, ktery se
ukazal jako limitujici ptfi hodnoceni molekularnich markert je pomérné nizky rozsah v obsahu
jednotlivych mastnych kyselin a tedy i pomérné tGzka geneticka zakladna provérovanych
materidll, napt. obsah kyseliny linolenové se pohyboval v rozsahu 4,76 % — 9,17 %. V celém
souboru, u jednotlivych kombinaci kfiZzeni byl podstatné uzsi 5,4 - 8,0%, u nékterych soubor
se nevyskytoval ani Zadny jedinec se snizenym obsahem kyseliny linolenové podle nami
stanoveného intervalu (rodiny A, J, K, M). Pouzity molekuldrni marker a jeho vypovidaci
schopnost je vazana na Slechtitelskou populaci — v pripadé dostate¢ného rozsahu fenotypové
variability Ize ziskat markery, které s vysokou pravdépodobnosti odlisi jedince s pozadovanymi
vlastnostmi a pomohou vyselektovat nevyhovuijici jedince, ktefi by nevhodnou skladbu
mastnych kyselin pfenaseli na potomstvo. V pripadé takto uzké genetické zakladny a malého
rozsahu diverzity se projevil vyraznéjsi vliv pouZité kombinace kfiZzeni a ,rodinova“ zavislost
markeru. V nékterych populacich s malym rozsahem variability sledovaného znaku
(kombinace kfizeni OP-904 x Winner, OP-904 x OP-BN-09, OP-904 x OP-BN-13, OP-904 x OP-
1013) se nepodatilo odlisit F2 rostliny vykazujici ,nizky” a ,vysoky“ obsah kyseliny linolenové.
Dobra markerovaci schopnost a vysoka shoda segregace markeru a fenotypu obsahu kyseliny
linolenové byla prokazana u kombinace kfizeni OP-BN-09 x OP-904.









9.Seznam pouzitych zkratek

AFLP — polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt

AG — agardzovy gel

Al — autoinkompatibilita, autoinkompatibilni reakce

AK — autokompatibilita, autokompatibilni reakce

CMS — cytoplasmaticka pylova sterilita

DUS - Distinctness Unifomity Stability

ISTA — International Seed Testing Association

MVSP — Multi-Variate Statistical Package (Kovach Comp. Serv)
NCBI — National Center for Biotechnology Information

PAGE — polyakrylamidovy gel

PCO - Principal Coordinates Analysis

PCR — polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP(syn.CAPS) — polymorfismus délky restrikéné $tépené amplifikované DNA
RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt

SCR — S-lokus cystein rich protein

SLG — S locus glycoprotein

SP11 — alternativni oznac¢eni genu SCR

SRAP — Sequence Related Amplified Polymorphism

SRK — § receptor kinase

SSR - Simple Sequence Repeats



UPGMA - Unweighted pair group method averages
UPOV - International Union for the Protection of new Varieties of plants

UKZUZ - Ustiedni Kontrolni a Zkusebni Ustav Zemddglsky



10. Seznam pouzité literatury

Ainsworth, C. C. and Sharp, P. J. (1989). The poential role of DNA probes in plant variety
protection. Plant Varieties and Seeds 2, 27-3.

Akbar M.A. (1989): Resynthesis of Brassica napus aiming for improved earliness and
carried out by different approaches. - Hereditas 111: 239 - 246.

Alphey, L. (1997). DNA Sequencing (Introduction to Biotechniques). Bios Scientific
Publishers, Oxford, UK.

Arts, P. (1983). Genetic purity of commercial seed lots. In ,,Isozymes in Plant Genetics and
Breeding, Part A“ (S. D. Tanksley and T. J. Orton, eds.), pp. 415-423. Elsevier Science
Publication, Amsterdam, Oxford, New York.

Arus, P. and Shields, C. R. (1983). Cole crops (Brassica oleracea L.). In ,Isozymes in Plant
Genetics and Breeding, part B (S. D. Tanksley and T. J. Orton, eds.), pp. 339-350.

Elsevier Science Publication, Amsterdam, Oxford, New York.

Arus, P, Tanksley, S. D., Orton, T. J. and Jones, R. A. (1982). Electrophoretic variation as a
tool for determining seed purity and for breeding hybrid varieties of Brassica

oleracea. Euphytica 31, 417-428.

Arus, P. and Shields, C. R., Orton, T. J. (1985). Application of isozyme electrophoresis for
purity testing a cultivar identification of F1 hybrids of Brassica oleracea. Euphytica

34, 651-657.

Arus, P., Chevre, A. M., Delourme, R., Eber, F., Kerlan, M. C., Margale, E. and Quiros, C. F.
(1991). Isoenzyme nomenclature for eight enzyme systems in three Brassica species.

In ,,Proceedings of the Eighth International Rapeseed Congress. Saskatoon, July 9-
10, 1991.

Baranyk, P. (2000). Habilita¢ni prace. CZU Praha.

Baranyk, P. and Fabry, A. (2007) Repka: péstovani, vyuZiti, ekonomika, 1. Vydani, Praha,
Profi press, 208s, ISBN 978 — 808 — 6726 267.



Barsby T.L. et al. (1987): The combination of Polima CMS and cytoplasmatic triasine
resistance in Brassica napus. Teor. Appl. Gent., 73, s. 809-814.

Baux, A., Jullien, A., Allirand, J., Ney, B., Hiltbrunner, J., and Pellet, D. (2011). Effects of
temperature on oilseed rape fatty acid composition. 13 th International Rapeseed

Congress, Prague, July 05-09, 2011, 66.

Baux, A., Jullien, A., Allirand, J., Ney, B., and Pellet, D. (2011). Effects of nitrogen nutrition
on oilseed rape fatty acid composition. 13 th International Rapeseed Congress, Prague,

July 05-09, 2011, p. 67.

Beschorner, M., Plumper, B. and Odenbach, W. (1995). Analysis of self-incompatibility
interactions in 30 resynthesized Brassica napus lines. 1. Fluorescence microscopic

studies. Theor. Appl. Genet. 90: 665-670.

Boyes, D. C., Nasrallah, M. E., Vrebalov, J., Nasrallah, J. B. (1997). The selfincompatibility
(S) haplotipes of Brassica contain highly divergent and rearranged sequences of

ancient origin. The Plant Cell 9: 237-247.

Brace, J., King, G. J., Ockendon, J. (1994). A molecular approach to the identification of S-
alleles in Brassica oleracea. Sex. Plant Reprod. 7, 203-208.

Browse, J., McCourt, P., and Somerville, C. (1986). A mutant of Arabidopsis deficient in
C18:3 and C16:3 leaf lipids. Plant. Physiol. 81. 859-864.

Brugiére, N., Cui, Y., Rothstein, S. J. (2000). Molecular mechanisms of self-recognition in

Brassica self-incompatibility. Reviews. Elsevier Science, Vol. 5, No. 10.

Caetano-Anollés, G. And Gresshoff, P. M. (1997). ,,DNA Markers Protocols, Applications,

and Overviews.* Wiley-Liss Inc., New York.

Cardle, L., Ramsay, L. and Milbourne, D. (2000). Computational and experimental
characterization of physically clustered simple sequence repeats in plants. Genetics

156, 847-854.

Casselman, A. L., Vrebalov, J., Conner, J. A., Singal, A., Giovanni, J., Nasrallah, M. E., and
Nasrallah, J. B. (2000) Determining the physical limits of the Brassica S locus by

recombinational analysis. Plant Cell, 12, 23-33.



Charters, Y. M., Robertson, A., Wilkinson, M. J. and Ramsay, G. (1996). PCR analysis of
oilseed rape cultivars (Brassica napus L. ssp. oleifera) using 5’anchored simple

sequence repeats (SSR) primers. Theoretical and Applied Genetics 92, 442-447.

Chen, J. L., and Beversdorf, W. D. (1990). Fatty acid inheritance in microspore-derived
populations of spring rapeseed (Brassica napus L.). Theor. Appl. Genet. 80,465-469.

Chevre, A. M., This, P., Eber, F., Deschamps, M., Renard, M., Delseny, M. and Quiros, C. F.
(1991). Characterization of disomic addition lines Brassica napus-Brassica nigra by

isozyme, fatty acid, an RFLP markers. Theoretical and Applied Genetics 81, 43-49.

Curran, P.L. (1962): The natur of our Brassica crops. Scient. Proceedings 1, 319 — 335.

Curn, V. a Sakova, L. (1997). Vyuziti biochemickych markert ve $lechténi fepky a dal§ich
brukvovitych plodin. Genetika a Slechténi 33,281-305.

Curn, V., Ovesn4, J., Sakova, L. and Sobotka, R. (2002). Identification of oilseed rape
cultivars using AFLP markers. Journal of Central European Agriculture 3, 285-292.

Curn, V. and Zaludova, J. (2007) Fingerprinting of oilseed rape cultivars. In: Gupta, S. (ed):
Rapeseed Breeding (Advances in Botanial research, Volume 45) Elsevier Publ.,

pp. 155—-179.

Curn, V., Novékova, A., Simackova, K. and Kubatova, B. (2008) Metodika izolace DNA a
analyzy molekularnich markeri pro ucely popisu genovych zdroji a identifikaci odrad

brambor (Solanum tuberosum L.)

Das, S., Rajagopal, J., Bhatia, S., Srivastava, P. S. and Lakshmikumaran, M. (1999).
Assesment of genetic variation within Brassica campestris cultivars using amplified
fragment length polymorphism and random amplification of polymorphic DNA

markers. Journal of Biosciences 24, 433-440.

Delourme, R., Bouchereau, A., Hubert, N., Renard, M. and Landry, B. S. (1994).
Identification of RAPD markers linked to fertility restorer gene for the Ogura radish
cytoplasmic male sterility of rapeseed (Brassica napus L.). Theoretical and Applied

Genetics 88, 741-748.



Delourme, V., Giranton, J. L., Hatzfeld, Y., Grify, A, Heinzmann, P., Ariza, M. J., Dumas, C.,
Gaude, T., Cock, J. M. (1995). Characterization of the S locus genes, SLG and SRK,
of the Brassica S3 haplotype: identification of a membrane- localized protein encoded

by the S locus receptor kinase gene. Plant J 7: 429-440.

Delourme, R., Foisset, N., Horvais, R., Barret, P., Champagne, G., Cheung, W. Y., Landry, B.
S. and Renard, M. (1998). Characterisation of the radish introgression carrying the Rfo
restorer gene for the Ogu- INRA cytoplasmic male sterility in rapeseed (Brassica

napus L.) Theoretical and Applied Genetics 97, 129-134.

Demeke, T., Adams, R. P. and Chibbar, R. (1992). Potential taxonomic use of random
amplified polymorphic DNA (RAPD): A case study in Brassica. Theoretical and
Applied Genetics 84, 990-994.

De Nettancourt, D. (1977). Incompatibility in angiosperms. Berlin. Springer.

Dickinson, H. G. (1995). Dry stigmas, water and self-incompatibility in Brassica. Sex. Pl.
Reprod. 8, 1-10.

Diers, B. W. and Osborn, T. C. (1994). Genetic diversity of oilseed Brassica napus germplasm
based on restriction fragment length polymorphisms. Theoretical and Applied Genetics

88.662-668.

Diepenbrock, W., and Wilson, R. F. (1987). Genetic regulation of linolenic acid concentration

in rapeseed. Crop. Sci. 27, 75-77.
Diepenbrock, W.; Fischbeck, G.; Heyland, K.U. and Knauer N. (1999): Spezieller
Pflanzenbau, 3. Aufl., Eugen Ulmar, Stuttgart.

Dolanska, L. and Curn, V. (2004). Analysis of SLG gene — The molecular marker in hybrid
breeding of oil seed rape. Journal Central European Argiculture, Vol 5, No.1, 23-28.

Dos Santos, J., Skroch, P., Tivang J. and Slocum, M. K. (1994). Comparison of RAPD and
RFLP genetics markers in determining genetic similarity among Brassica oleracea L.

genotype. Theoretical and Applied Genetics 87, 909-915.



Ekuere, U. U., Parkin, I. A. P., Bowman, C., Marshal, D., and Lydiate D. J. (2004) Latent
S alleles are widespread in cultivated self compatible Brassica napus. Genome 42,

257-265.
FAO (2008).
Fabry, A. (1992): Olejniny. MZe Ceské republiky, 419, ISBN 80 — 7084-043-9.

Figdore, S. S., Kennard, W. C., Song, K. M., Slocum, M. K. and Osborn, T. C. (1988).
Assesment of degreeof restriction fragment length polymorphism in Brassica.

Theoretical and Applied Genetics 75, 833-840.

Fisher, P. J., gardner, R. D. and Richardson, T. E. (1996). Single locus microsatellites using 5
"anchored PCR. Nucleic Acids Research 24, 4369-4371.

Foisset, N., Delourme, R., Barret, P. and Hubert, N. (1996). Molecular — mapping analysis in
B. napus using isozyme, RAPD and RFLP markers.

Fossati, P, and Fontaine, P. (1994). Endocrine and metabolic consequences of massive

obesity. Rev Prat 1993; 43: 1935-9.
Frandsen K.J. (1947). The experimental formation of Brassica napus L. var. oleifera D.C. and
Brassica carinata Braun. - Ibid. 12: 1 - 16.

Goring, D. R., Glavin, T. L., Shafer, U., and Rothstein, S. J. (1993). An S receptor kinase gene
in self-compatible Brassica napus has a 1bp deletion. The Plant Cell, Vol 5, 531-539.

Goring, D. R. and Rothstein, S. J. (1992). The S locus receptor kinase in self-incompatible
Brassica napus line encodes a functional serine/threonine kinase. Plant Cell 4: 1273-

1281.
Gowers, S. (1989). Self-incompatibility interaction in Brassica napus. Euphytica 42, 99-103.

Grist, S. A.; Firgaira, F. A. and Morley, A. A. (1993): Dinucleotide repeat polymorphisms
isolated by the polymerase chain reaction. Bio-Techniques 15, 304-309.

Gupta, S. K. and Robbelen, G. (1986). Identification of rapeseed (Brassica napus) cultivars
by electrophoresis. Plant Breeding 96, 363-370.



Hajkova, P., Hruby, J., Pernova, E., Curn, V. and Zaludova, J. (2005). Monitoring péstebnich
ploch, pienos a detekce transgenii geneticky modifikované tepky olejky (Brassica

napus L. var. napus). Sbornik védeckych praci VUP Troubsko 15, 93-100.

Halldén, C., Nilsson, N. O., Rading, T. M. and Sill, T. (1994). Evaluation of RFLP and RAPD
markers in a comparison of Brassica napus breeding lines. Theoretical and Applied

Genetics 88, 123-128.

Havel, J. (1996) Production of self- incompatible lines in winter swede rape. Genetika a

Slechténi 32, 9-18.
Hejny, S. a Slavik, B. (1992). Kvétena Ceské republiky, dil 3., rod Brassica, autor
Zeleny, V.,205-218, Academia, CSAV Praha.

Hinata, K., Watanabe, M., Yamakawa, S., Satta, Y., and Isogai, A. (1995). Evolutionary
aspects of the S-related genes of the Brassica self-incompatibility system:

Synonymous and nonsynonymous base substitutions. Genetics 140, 1099—1104.
Hiscock, S. J. and Dickinson, H. G. (1993). Unilateral incompatibility within Brassicaceae:
Further evidence for involvement of the self — incompatibility (S) locus

Hiscock, S. J., Doughty, J., Willis, A. C., and Dickinson, H. G. (1995). A 7-kDa polle rating-
borne peptide from Brassica napus interacts with S-locus glykoprotein and S-locus

relatedglycoprotein. Planta. 196, 367-374.

Hong, D., Wan, L., Liu, P, Yang G. and He, Q. (2006). AFLP and SCAR markers linked to
the suppressor gene (RF) of a dominant genetic male sterility in rapeseed (Brassica

napus L.), Euphytica 151: 401-4009.

Hraska S., Barto$ P, and Marsalek L. (1989). Specialna genetika polnohospodarskych rastlin.

Priroda, Bratislava

Hu, J., Quiros, C., Arus, P., Struss, D. and Rébbelen, G. (1995). Mapping of a gene
determining linolenic acid concentration in rapeseed with DNA-based markers.

Theoretical and Applied Genetics 90, 258-262.



Hu, J., Li, G., Struss, D. and Quiros C. F. (1999). SCAR and RAPD markers associated with

18-carbon acids inn rapeseed Brassica napus. Plant Breeding 118, 145-150.

Hughly, S., Kunst, L., Browse, J. and Somerwille, C. (1989) Enhanced thermal tolerance of

photosynthesis and Alfred chloroplast ultrastructure in mutant of Arabidopsis deficient

in lipid desaturation. Plant. Physiol. 90. 1134-1142.
Chloupek, O. (2000). Geneticka diversita, Slechténi a semenaftstvi, Academia Praha.

Chookajorn, T., Kachroo, A., Ripoll, D.R., Clark, A.G., and Nasrallah, J.B. (2004): Specificity
determinants and divesification of the Brassica self-incompatibility pollen ligand.

PNAS. 4: 911-917.

Ilbi, H. (2003). RAPD markers assisted varietal identification and genetics purity test in

pepper (Capsicum annuum).Scientia Horticulturae, vol 97, isme 3-4, 211-218.

Jain, A., Bhatia, S., Banga, S. S., Prakash, S. and Lakshmikumaran, M. (1994). Potential use
of random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique to study the genetic
diversity in Indian mustard (Brassica juncea) and its relationship to heterosis.

Theoretical and Applied Genetics 8, 116-122.

Janeja, H. S., Banga, S. S. and Lakshmikumaran, M. (2003). Identification of AFLP markers
linked to fertility restorer genes for tournefortii cytoplasmic male sterility system in

Brassica napus. Theoretical and Applied Genetics 107, 148-154.

Javidfar, F., Ripley, V. L., Roslinsky, V., Zeinali, H. and Abdmishani, C. (2006). Identification
of molecular markers associated with oleic and linolenic acid in spring oilseed rape

(Brassica napus). Plant Breeding 125, 65-71.

Jesske, T., Olberg, B. and Becker H. C. (2011) Resynthesized rapeseed with wild Brassica
species as new genetic resource for breeding. 13 th International Rapeseed Congress,

Prague, July 05-09, 2011, 275.

Jones, C. J., Edwards, K. J., Castaglione, S., Winfield, M. O., Sala, F., van de Wiel, C.,
Bredemeijer, G., Vosman, B., Matthes, M., Daly, A., Brettschneider, R., Bettini, P.,
Buiatti, M., Maestri, E., Malcevschi, A., Marmiroli, N., Aert, R, Volckaert, G., Rueda,
J.,Linacero, R., Vazquez, A., and Karp, A. (1997). Reproducibility testing of RAPD,



AFLP, and SSR markers in plants by a network of European laboratories. Molecular

Breeding 3, 381-390.

Jourdren, C., Barret, P., Horvais, R., Delourme, R., and Renard, M. (1996). Identification of
RAPD markers linked to linolenic acid genes in rapeseed. Euphytica 90, 351-357.

Kandasamy, M. K., Paolillo, D. J., Faraday, C. D., Nasrallah, J. B. and Nasrallah, M. E.
(1989). The S — locus specific glycoproteins of Brassica accumulate in the cell wall of

developing stigma papillae. Dev. Biol. 134, 462-472.

Ke, L., Sun, Y., Liu, P. and Yang, G. (2004). Identification of AFLP fragments linked to one
recesive genic male sterility (RGMS) in rapeseed (Brassica napus L.) and conversion

to SCAR markers for marker-aided selection. Euphytica 138, 163-168.

Ke, L. P, Sun, Y. Q., Hong, D. F.,, Liu, P. W. and Yang, G. S. (2005). Identification of AFLP
markers linked to one recesive genic male sterility gene in oilseed rape, Brassica

napus. Plant Breeding 124, 367-370.
Kodym, F.S. (1869). Uvod do hospodafstvi. Hospodaiska ¢itanka. Mikula§ Knapp, Praha-
Karlin, 563 s.

Koniecny, A., and Ausubel, F. M. (1993). A procedure for mapping Arabidopsis mutations
using co — dominant ecotype- specific PCR-based markers. Plant J. 4, 403-410.

Koprna, R., Kucera, V., Kolovrat, O., Vyvadilova, M., and Klima, M. (2005). Development of
initial self-incompatible lines with improved seed quality in winter oilseed rape
(Brassica napus) for hybrid breeding. Czech Journal of Genetics and Plant Breeding.
41, 3: 105-111.

Koprna, R., Nerusil, P., Kolovrat, O., Kucera, V., and Kohoutek, A. (2006). Estimation of fatty
acid kontent in intact seeds of oilseed rape (Brassica napus L.) lines using NEARS —

infrared spectroscopy. Czech J. Genet. Plant. Breed., 42, (4): 132-136.

Koprna, R. (2007) Vyuziti hybridniho systému Ogu/INRA pfi Slechténi fepky ozimé, PhD

thesis, Mendelova Universita.



Kraic, J. (1994). Identifikacia, vzajomné rozliSovanie odrod a charakterizacia niektorych
vlastnosti odrod pomocouz detekcie DNA polymorfismu. Pol'nohospodarské

skuSobnictvo 2, 15-16.

Kresovich, S., Williams, J. G. K., McFerson, J. R., Routman, E. J. and Schaal, B. A. (1992).
Characterization of genetic identities and relationship of Brassica oleracea L. via a
random amplified polymorphic DNA assay. Theoretical and Applied Genetics 85, 190-
196.

Kresovich, S., Szewc-McFadden, A. K., Bliek, S. M. and McFerson, J. R. (1995). Abundance
and characterization of simple-sequence repeats (SSRs) isolates from a size-
fractionated genomic library of Brassica napus L. (rapeseed). Theoretical and Applied

Genetics 91, 206-211.
Kudera, V., Vyvadilova M.: Projekt Ceska fepka, Uroda 11/2003, ing. Martin Sedla&ek,
str.12.

Kusaba, M., Nishio, T., Sato, Y., Hinata, K., and Ockendon, D. (1997). Striking sequence
similarity in inter- and intra-specific comparison of class I SLG alleles of Brassica

oleracea and Brassica campestris: Implication for evolution and recognition

mechanism. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 7673-7678.
Labana, K.S. and Gupta M.L. (1993). Importance and Origin. - In: Labana K.S., Banga S.S. a
Banga S.K. (eds.): Breeding Oilseed Brassicas, Springer-Verlag, Berlin - Heidelberg, Narosa Publ. House,

New Delhi, pp. 1-7.
Law, J. R., Domini, P., Koebner, R. M. D., Reces, J. C. and Cooke, R. J. (1998). DNA profilig
and plant variety registration. III The statistical assessment of distinctness in beat

using amplified fragment length polymorphisms. Euphytica 102, 335-342.

Lee, D., Reces, J. C. and Cooke, R. J. (1996). DNA profilig and plant variety registration 2.
Restriction fragment length polymorphisms in varieties of oilseed rape. Plant Varieties

and Seeds 9, 181-190.

Lemieux, B., Miquel, M., Somerville, C., and Browse, J. (1990). Mutants of Arabidopsis with
alterations in seed lipid fatty acids composition. Theor. Appl. Genet. 80, 234-240.



Lerceteaau, E., Robert, T., Petiard, V. and Crouzillat, D. (1997). Evaluation of the extent of
genic variability among Theobroma cacao accessions using RAPD and RFLP markers.

Theor. Appl. Genet. 95, 10-19.

Lombard, V., Baril, C. P., Dubreuil, P., Blouet, F. and Zhang, D. (2000). Geneticsrelationship
and fingerprinting of rapeseed cultivars by AFLP: Consequences for varietal

registration. Crop Science 40, 1417-1425.

Lowe, A. J.,, Moule, C., Trick, M. and Edwards, K. J. (2004). Efficient large-scale
development of microsatelites for marker and mapping applications in Brassica crop

species. Theor. Appl. Genet. 108, 1103-1112.

Lydiate, D., and Sharpe, A. (2003). Aligning genetic map sof Brassica napus using
microsatellite markers. Book of Abstract, Plant and Animal Genome XI, San Diego,

USA.

Mailer, R. J., Scarth, R. and Fristensky, B. (1994). Discimination among cultivars of rapeseed
(Brassica napus L.) using DNA polymorphisms amplified from arbitrary primers.
Theoretical and Applied Genetics 87, 697-704.

Marshall, P. J., Marchand, M. C., Lisieczko, Z. and Landry, B. S. (1994). A simple method to
estimate the percentage of hybridity in canola (Brassica napus) F1 hybrids.

Theoretical and Applied Genetics 89, 853-858.

McConn, M., and Browse, J. (1996). The critical requirement for linolenic acid is pollen

development not photosynthesis in an Arabidopsis mutant. The Plant Cell 8, 403-416.

Mohring, S, Horstmann, V. and Esch, E. (2005). Development of a molecular CAPS marker
for the self-incompatibility locus in Brassica napus and identification of different

S alleles. Plant Breeding 124, 105-110.
Morinaga T. (1934). Interspecific hybridization in Brassica. VI. The cytology of F1-
hybrids of B. juncea and B. nigra. - Cytologia 6: 62 - 67.

Mishima, M., Takayama, S., Sasaki, K., Jee, J., Kojima, C., Isogai, A., and Shirakawa, M.
(2003). Structure of the male determinant factor for Brassica self incompatibility. J.

Biol. Chem. 278, 36389-36395.



Morgante, M. and Olivieri, A. M. (1993). PCR-amplified microsatellites as markers in plant
genetics. Plant Journal 3, 175-182.

Mullis, K. B., Ferre, F. and Gibbs, R. A. (1994). ,,The Polymerase Chain Reaction.*

Birkhauser, Boston.

Mundges, H., Koéhler, W. and Friedt, W. (1990). Identification of rapeseed cultivars (Brassica
napus) by starch gel electrophoresis of enzymes. Euphytica 45, 179-187.

Nasrallah, J. B., Kao, T. H., Chen, C. H., Goldberg, M. L., and Nasrallah, M. E. (1987).
Aminoacid sequenced of glycoproteins encoded by three alleles of the S-locus of

Brassica oleracea. Nature 326, 617-619

Nasrallah, J. B., Nishio, T., Nasrallah, M. E. (1991). The self-incompatibility genes of
Brassica: Expression and use in genetic ablation of floral tissues. Annu. Rev. Plant

Physiol. Plant Mol. Biol. 42: 393-422.

Nielsen, G. (1985). The use of isozymes as probes to identity and label plant varieties and

cultivars. Isozymes: Current Topics in Biological and Medici Research 12, 1-32.
Noack J., Paulmann W., Frauen M. (1999): Hybridziichtung. In: Berichte aus der Arbeit
NPZ/Lembke, 1999, s.11

Nou, I. S., Watanabe, M., Isogai, A., and Hinata, K. (1993). Comparison of S- alleles and S-
glycoproteins between two wild-type populations of Brassica campestris in Turkey

and in Japan. Sex. Plant Reprod. 6. 79-86.

Ockendon, D. J. (1975). Dominance reltionship between S- alleles in the stigma of Brusels

sprouts (Brassica oleracea var. gemnifera). Euphytica 24, 165-172.
Ondfej, M. and Drobnik, J. (2002). ,,Transgenose rostlin.* Academia, Praha.

Okamoto, S., Sato, Y., Sakamoto, K., and Nishio, T. (2004). Distribution of similar self-
incompatibility (S) haplotype in different genera Raphanus and Brassica. Sex. Plant.
Reprod.17, 33-39.



Okamoto, S., Odashima, M., Fujimoto, R., Sato, Y., Kitashiba, H., and Nishio, T. (2007). Self-
kompatibility in Brassica napus is caused by independent mutation in S- locus genes.

Plant journal 50, 391-400.

Ovesna, J., Rulcovd, J., Poldkova, K., Kucera, L. and LeiSova, L. (2002). DNA markery —
souCasnost a perspektiva. In Sbornik ptfednasek: Vyuziti molekularnich markert

v biologii, §lechténi a uchovani genovych zdroji rostlin. Sumperk: Agritec, a.s.,5-14.

Paulman, W. (1999). Pokrok ve Slechténi hybridni fepky a péstovani MSL-hybridnich odrid.
Sbornik Svazu péstitelt a zpracovateld olejnin. 16. - 18. 11. 1999, 96-99.

Pilinsky, K., Szoke, A., Kiss, E., Heszky, L., and Falusi, J. (2011). Characterization of oilseed
genotypes using microsatellite based DNA barcode. 13 th International Rapeseed

Congress, Prague, July 05-09, 2011, 250.

Pleines, S., and Friedt, W. (1989). Genetics control of linolenic acid concentration in seed oil

of rapeseed (Brassica napus L.). Theor. Appl. Genet., 793-797.

Pomper, K. W., Azarenko, A. N., Bassil, N., Davis, J. W., and Mehlenbacher, S. A. (1998).
Identification of random amplified polymorphic DNA (RAPD) markers for self-
incompatibility alleles in Coryllus avellana L. Theor. Appl. Genet, 479-487.

Potmé&silova, J. and Adamec, J. (2009). Situaéni a vyhledové zprava Olejniny. Mze CR.

Poulsen, G. B., Kahl, G. And Weising, K. (1993). Oligonucleotide fingerprinting of
resynthesized Brassica napus. Euphytica 70, 53-59.

Powell, W., Morgante, M., Andre, C. H., Hanafey, M., Vogel, J., Tingey, S. and Rafalski, A.
(1996). The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR (microsatellite) markers for
germplasm analysis. Molecular Breeding 2, 225-238.

Psota, B. (2000). Rostlinné biotechnologie. Sbornik Systém vyroby fepky, Svazu péstitelti a
zpracovatell olejnin, Hluk, 14, 17.11.2000, 77-80.

Rahman, M. H. (2005). Resynthesis of Brassica napus L. for self-incompatibility reaction
inheritance and breeding potential. Plant. Breed. 124, 13-19.



Rajcan, I., Kasha, K. J., Kott, L. S. and Beversdorf, W. D. (1999). Detection of molecular
markers associated with linolenic and erudic acid levels in spring rapeseed (Brassica

napus L.). Euphytica 105, 173-181.

Reiter, R. S., Williams, J. G. K., Feldmann, K. A., Rafalski, J. A., Tingey, S. D. and Scolnik, P.
A. (1992). Global and local genome mapping in Arabidopsis thaliana by using
recombinant inbred lines and random amplified polymorphic DNAs. Proceedings of

the National Academy of Science of the United States of America 89, 1477-1481.

Ripley, V. L. and Beversdorf, W. D. (2003). Development of self incompatible Brassica
napus introgression of S- alleles from Brassica oleracea through interspecific

hybridization. Plant Breeding 122, 1-5.

Robbelen, G., and Nitsch, A. (1975). Genetical and physiological investigations on mutants
for polyenoic fatty acids in rapeseed (B. napus L.) 1. Selection and description of new

mutants. Z Pflanzenzuechtg 75, 93-105.
Robbelen G. (1985). Raps (Brassica napus L.). - In: Hoffmann W., Mudra A. a Plarre W.

(eds.): Lehrbuch der Ziichtung landwirtschaftlicher Kulturpflanzen, B2 - Spez.Teil,
Paul Parey, Hamburg, pp. 288-302.

Roslinsky, V. and Falk, K. (2011). Analysis of fad2B alleles in interspecific derived Brassica

juncea and Brassica carinata. 13 th International Rapeseed Congress, Prague, July 05-

09, 2011, 234.

Saal, B., Plieske, J., Hu, J., Quiros, C. F., and Struss, D. (2001). Microsatelitte markers for
genome analysis in Brassica. 11 Assignment of rapeseed microsatellites to the A and C

genomes and genetics mapping in Brassica oleracea L. Theor. Appl. Genet 102.,695-

699.

Saiki, R. K., Geffand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B.
and Erlich, H. A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with
thermostable DNA-polymerase. Science 239, 487-491.



Sakamoto, K., Kusaba. And Nishio, T. (2000). Single — seed PCR-RFLP analysis for the
identification of S — haplotypes in commercial F1 hybrid cultivats of broccoli and

cabbage. Plant Cell Rep 19, 400- 405.

Sakova, L. and Curn, V. (1998). Identifikace a klasifikace vybranych odrid brukvovitych
plodin a dihaploidnich linii fepky pomoci RAPD markeri. Czech Journal of Genetics
and Plant Breeding 34, 61-67.

Sato, T., Thorness, M. K., Kandasamy, M. K., Nishio, T., Hirai, M., Nasrallah, J. B., and
Nasrallah, M. E. (1991). Activity of an S locus gene promoter in pistils and anthem of
transgenic Brassica. Plant Cell. 3: 867-876.

Sato, K., Nishio, T., Kimura, R., Kusaba, M., Suzuki, T., Hatakeyama, K., Ockendon, D. J.
and Satta, Y.(2002): Coevolution of the S-locus genes SRK, SLG and SP11/SCR in
Brassica oleracea and B. rapa. Genetics 162: 931-940.

Scarth, R., Mc Vetty, P. B. E., and Stefansson, B. R. (1988). Stellar low linolenic-high linoleic
acid summer rape. Can J Plant Sci 68, 509-511.

Schenck H.R. a Wolf G. (1986): Characterization of somatic Brassica napus hybrids by
polyacrylamide gel electrophoresis. - Plant Breed. 97: 72 - 74.

Scott, M., Haymes, M. and Williams, S. M. (1992). Parentage analysis using RAPD PCR.
Nucleic Acids Research 20, 5493.

Sebastian, R. L., Howell, E. C., King, G. J., Marshall, D. F., and Kearsey, M. J. (2000). An
integrated AFLP and RFLP Brassica oleracea linkage map from two morphologically
distinct doublehaploid populations. Theor. Appl. Genet., 100, 75-81.

Seyis, F., Snowdon, R. J., Lush, W., and Friedt, W. (2003). Molecular characterization of
novel resynthesized rapeseed (Brassica napus) lines and analysis of their genetic

diversity in comparison with spring rapeseed cultivars. Plant Breeding 122, 473-478.



Sharma, R., Aggarwall, R. A. K., Kumar, R., Mohapatra, T., and Sharma, R. P. (2002).
Construction of an RAPD linkage map and localization of QTL for oleic acid level

using recombimamat inbreds in mustard (Brassica juncea). Genome, 45, 467-472.

Shiba, H., Iwano, M., Entani, T.,Ishimoto, T., Shimosato, H., Che, F. S., Satta, Y., Ito, A.,
Takada, Y., Watanabe, M., Isogai, A., and Takayama, S. (2002). The dominance of
alleles controlling self-incompatibility in Brassica pollen is regulated at the RNA

level. Plant Cell 14, 491-504.

Schierhold, A., Beder, H. C. and Ecke, W. (2000). Mapping a high oleic acid station in winter
oilseedrape (Brassica napus L.). Theoretical and Applied Genetics 101, 897-901.

Scheffler, J. A., Sharpe, A. G., Schmidt, H., Sperling, P., Parkin, I. A. P., Liihs, Lydiate, D. J.,
and Heinz, E. (1997). Desaturase multigene families of Brassica napus arose through

genome duplication. Theor. Appl. Genet., 94, 583-591.

Schopfer, C. R., Nasrallah, M. E., and Nasrallah, J. B. (1999). The male determinant of self-
incompatibility in Brassica. Science. 286, 1697-1700.

Snowdon, R. J., Friedt, W. (2004). Molecular markers in Brassica oilseed breeding current

status and future possibilities. Plant Breeding 123, 1-8.

Sobotka, R. Sakova, L. and Curn, V. (2000). Molecular mechanisms of self-incompatibility in
Brassica. Curr. Issues Mol. Biol., Caister Acad. Press, 2: 103-112.

Sobotka, R., Dolanska, L., Curn, V. and Ovesna, J. (2004). Fluorescence-based AFLPs occur
as the most suitable marker systém for oilseed rape cultivar identification. Journal of

Applied Genetics 45, 161-173.

Soltis, D. E., Soltis, P. S. and Doyle, J. J. (1998). ,,Molecular Systematics of Plants II DNA
Sequencing.“ Kluwer Academic Publishers, Novell, MA.

Somers, D. J., Friesen, K. R. D. and Rakow, G. (1998). Identification of molecular markers
associated with linolenic acid desaturation in Brassica napus. Theoretical and Applied

Genetics 96, 897-903.

Song, K. and Osborn, T. C. (1992). Polyphyletic origins of Brassica napus. New evidence
based on organelle and nuclear RFLP analyses. Genome 35, p. 992-1001.



Spasibionek, S., Mikolajczyk, K., Pietka, T., Poplawska, W. and Bartkowiak-Broda, 1. (2011).
Breeding of oilseed rape for new seed oil quality, Abstract book, 13th International

Rapeseed Congress, Prague, p. 53.

Stein, J. C., Howlett, B., Boyes, D. C., Nasrallah, M. E. and Nasrallah, J. B. (1991).
Molecular cloning of stative receptor protein kinase gene enoded at the self-
incompatibility locus of Brassica oleracea. Proc. Natl. Acad. SCI. USA. 88: 8816-
8820.

Sundberg, E. and Glimelius, K. (1986a). A method for production of interspecific hybrids
within Brassicaceae via somatics hybridisation, using resynthesis of Brassica napus as

a model. Plant Science 43, 155-162.

Sundberg, E. and Glimelius, K. (1986b). Production of hybrid plants within Brassicaceae by
fusing protoplasts and plasmolytically induced cytoplasts. Plant Science 79, 205-216.

Schwanitz F. (1967). Die Evolution der Kulturpflanzen, BVL Miinchen- Basel-Wien, pieklad
V. Osvacilova, SZN Praha 1969

Szewc-McFadden, A. K., Kresovich, S., Bliek, S. M., Mitchell, S. E. and McFerson, J. R.
(1996). Identification of polymorphic, conserved simple sequence repeat (SSRs) in
cultivated Brassica species. Theoretical and Applied Genetics 93, 534-538.

Suzuki, G., Kai, N., Hirose, T., Fukui, K., Nishio, T., Takayama, S., Isogai, A., Watanabe, M.,
and Hinata, K. (1999). Genomic organization of the S-locus: identification and

characterization of genes in SLG/SRK region of S9 haplotype of Brassica campestris

(syn. rapa). Genetics. 153, 391-400.

Takasaki, T., Hatakeyama, K., Suzuki, G., Watanabe, M., [sogai, A., Hinata, K. (2000). The S
receptor kinase determines self-incompatibility in Brassica stigma. Nature 403, 913-

916.

Tanhuanpii, P. K., Vilkki, J. P. and Vilkki, H. J. (1995). Association of an RAPD marker with
linolenic acid concentration in the seed oil of rapeseed (Brassica napus L.). Genome

38, 414-416.



Tanhuanpii, P. K., and Schulman, A. (2002). Mapping of genes affecting linolenic acid
content in B. rapa ssp. oleifera. Molecular Breeding, 10, 51.62.

Thormann, C. E., Ferreira, M. E., Camargo, L. E. A., Tivang, J. G. and Osborn, T. C. (1994).
Comparison of RFLP and RAPD markers to estimating genetic relationships within

and among cruciferous species. Theoretical and Applied Genetics 88, 973-980.

Tommasini, L., Batley, J., Arnold, G. M., Cooke, R. J., Donini, P., Lee, D., Law, J.R., Lowe,
C., Moule, C., Trick, M., and Edwards, K. J. (2003). The development of multiplex
simple sequence repeat (SSR) markers to komplement distinctness, uniformity and
stability testing of rape (Brassica napus L.) varieties. Theor. Appl. Genet. 106, 1091-
1101.

Tul., FuT., Zhang Y., Tian S. (1999). Studies on the recesive genic male sterility and its
genetic markers in rapeseed (Brassica napus L.). Proceedings of the Tenth
International Rapeseed Congress, semptember 26-29, 1999, Canberra, Australia.

U, N. (1935). Genome analysis in Brassica with special reference to the experimental
formation of B. napus and peculiar mode of fertilization. - Jap. J. Bot. 7: 389 - 452.

UPOV (2002). General introduction to the examination of distinctness, uniformity and

stability and the development of harmonized descriptions of new varieties, Geneva.

Uzunova, M. 1., Ecke, W., Weissleder, K. and Rdbbelen, G. (1995). Mapping the genome of
rapeseed (Brassica napus L.) 1. Construction of an RFLP linkage map and localization

of QTLs for seed glucosinolate content. Theoretical and Applied Genetics 90, 194-
204.

Uzunova, M. I. and Ecke, W. (1999). Abundance, polymorphism and genetic mapping of
microsatellites in oilseed rape (B. napus L.). Plant Breeding 118, 323-326.

Vasék, J., Fabry, A., Zukalova, H., Morbacher, J., and Baranyk, P. (1997). Systém vyroby
fepky, Ceska a slovenska péstitelska technologie ozimé fepky pro rok 1997- 1999,
SPZO Praha.



Vos, P., Hoegrs, R., Bleeker, M., Rijans, M., Van de Lee, T., Hornes, M., Frijters, A., Pot, J.,
Peleman, J., Kuiper, M. and Zabeau, M. (1995). AFLP a new technique for DNA
fingerprinting. Nucleic Acids Research 23, 4407-4414.

Vos, P. and Kuiper, M. (1997). AFLP analysis. In ,,DNA Markers Protocols, Applications and
Overviews™ (G. Caetano-Anolles and P. M. Gresshoff, eds.), pp. 115-132. Eley-Liss
Inc., New York.

Warwick, S. I., Simard, M. J., Legere, A., Beckie, H. J., Braun, L., Zhu, B., Mason, P.,
Seguin-Swartz, G. and Stewart, C. N. (2003). Hybridization between transgenic
Brassica napus L. and its wild relatives Brassica rapa L., Raphanus raphanistrum L.,
Sinapis arvensis L., and Erucastrum gallicum (Wild) OE Schulz. Theoretical and

Applied Genetics 107, 528-539.

Weising, K., Nybom, H., Wolff, K. and Meyer, W. (1995). ,,DNA Fingerprinting in Plants and
Fungi.“ CRC Press, Boca Raton, FL.

Weising, K., Winter, P., Hiittel, B. and Kahl, G. (1998). Microsatellites markers for molecular
breeding. Journal of Crop Production 1, 113-143.

Weising, K., Nybom, H., Wolff, K. and Kahl, G. (2005). ,,DNA Fingerprinting in Plants.
Principles, Methods, and Applications.“ CRC Press, Boca Raton, FL.

Williams, J. G. K., Kubelik, A. R., Livak, K. J., Rafalski, J. A. and Tingey, S. V. (1990). DNA
polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetics markers. Nucleic

Acids Research 18, 6531-6535.

Winkelmann, H. E., Baer, A., Frauen, M. (1998). Moznosti zvySovani vynost fepky v Ceské

republice. Sbornik Svazu péstitelll a zpracovatelii olejnin, 17. 17.11.1998.

Xu, Z., Xie, Y., Hong, D., Liu, P. and Yang, G. (2009). Fine mapping of the epistatic
suppressor gene (ESP) of a recessive genic male sterility in rapeseed (Brassica napus

L.), Genome 52 (9), 755-760.

Yu, Ch., LeiSova, 1., Kucera, V., Vyvadilova, M., Ovesna, J., Dotlacil, L., and Hu, S. (2007).
Assesment of genetic diversity of yellow seeded rapeseed (Brassica napus L.)

acessions by AFLP markers. Czech J. Genet. Plant. Breed., 43, (3), 105-112.



Zhi-Wen, L., Ting-Dong, F., Jing-Xing, T. and Bao-Yuan, C. (2005). Inheritance of seed
colour and identification of RAPD and AFLP markers linked to the seed colour gene

in rapeseed (Brassica napus L.). Theoretical and Applied Genetics 110, 303-310.

Zhang, X., Ma, Ch., Tang, J., Tang, W., Tu, J., and Fu, T. (2008). Distribution of S haplotipes
and its relationship with restorer-maintainers of self-incompatibility in cultivated

Brassica napus, Theor. Appl. Genet 117: 171-179.

Zhao, J., Ding, Y., Xu, F., Liu, Y., Huang, J., Chen, F., and Ni, X. (2011). Fine mapping of an
oil content quantitative trait locus in the linkage group 7 of Brassica napus. Genomics

and Biotechnology I., 13th International Rapeseed congress, Prague, p. 123.

Zaludova, J. (2007). The structure and the fiction of the S- locus in oilseed rape (Brassica
napus L.) Disertaéni prace, JU ZF Ceské Budgjovice.



	2. Úvod
	3. Cíle práce a hypotézy
	4. Literární přehled
	1. Charakteristika rostliny z pohledu genetiky
	2. Pěstování řepky
	3. Šlechtění řepky olejné
	4.  Způsoby identifikace odrůd
	5.  DNA markery používané ve šlechtění řepky
	6. Charakteristika systémů zabraňujících opylování
	7. Markerování rostlin s nízkým obsahem kyseliny linolenové

	5. Materiál
	1. Soubor dihaploidních šlechtitelských materiálů
	2. Soubor českých a československých odrůd
	3. Soubor německých odrůd
	4. Soubor experimentálních materiálů pro testování markeru pro obsah kyseliny linolenové

	6. Metody
	1. Příprava vzorků k testování
	2. Izolace DNA 
	3. Izolace RNA, mRNA 
	4. PCR reakce
	5. RT PCR
	6. PCR - RFLP
	7. AFLP
	8. Klonování a sekvenování
	9. RAPD
	10. Hodnocení dat
	10.1. Vyhodnocení dat po PCR reakci
	10.2. Hodnocení dat sekvenačních analýz


	7. Výsledky a diskuse
	1. Vyhledávání AI rostlin v souboru speciálních šlechtitelských linií 
	2. Vyhledávání nových zdrojů autoinkompatibility a dalších alel genu SLG I
	3. Stanovení míry podobnosti československých, českých a německých odrůd.
	4. Testování markeru pro rozlišení rostlin s různým obsahem kyseliny linolenové.

	8. Závěr
	9. Seznam použitých zkratek
	10. Seznam použité literatury

