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1. UVOD

Repka olejka patii k vyznamnym plodinam péstovanym v Ceské republice. Jeji vysoké
zastoupeni na osevnich plochich je zejména zpusobeno jeji ekonomickou rentabilitou
v porovnani s jinymi plodinami. Tvoti 90 % ze v§ech u nas pé&stovanych olejnin, a péstuje se
predeviim jeji ozima forma. VétSina produkce fepky ma uplatnéni v potravinafském
pramyslu. Pfechod na nové odriidy bez kyseliny erukové, a snizenym obsahem glukosinulat
vedl k tomu, Ze fepkovy olej se stal konkurence schopnym slune¢nicovym, sojovym a
palmovym olejim. Jednim ze Slechtitelskych cild pfi vytvafeni novych odrid je sniZeni
obsahu kyseliny linolenové v oleji. Kyselina linolenova diky tfem dvojnym vazbam snadno
oxiduje a zhor3uje tak senzorické vlastnosti oleje a jeho skladovatelnost. Selekce rostlin pfi
Slechté&ni na nizky obsah k. linolenové podle fenotypu je zdlouhava, a malo G¢inna. Cilem této
prace je piispét k vytvofeni molekularniho markeru, ktery by ucinné selektoval rostliny
s nizkym obsahem k. linolenové v rané fazi ontogeneze. Vyuzivani molekularnich markert ve

Slechténi je v soucasné dobé nejefektivnéjsi postup, jak ziskat co nejrychleji novou odriidu.




2. LITERARNI PREHLED

2. ﬁepka olejka

Repka olejka (Brassica napus L. var. napus) je amfiallotertraploid s 38 chromozomy.
Ptvodni vyskyt je vazan na oblast sttedomofi, kde se také vyskytuje Brassica oleracea L.
(brukev zelnd) a Brassica compestris (tepice olejna). Kiizenim téchto druhd s diploidnim
poétem chromozomd 18 resp. 20 vznikla fepka olejka s 38 chromozomy. Ozimy typ fepky je
méné rozsifen neZ jeji jarni forma. Zahrnuje pfedev§im oblast stfedni a zapadni Evropy,

Skandinavii, Kanadu, ale také Ukrajinu (Hosnedl et al., 1998).
2.2. Slozeni repkového oleje a jeho vyuziti
2.2.1. Slozeni Fepkového oleje z hlediska historického vyvoje odrid

Olejniny patii v Ceské Republice k cenénym plodindm vyrazng diverzifikujici moznosti
zemédélskych podnikli ve smyslu péstovani pestré skladby rostlinnych druhd. Rada z nich
patii ke zlepSujicim plodinam, a plsobi tak jako pferuSovace obilnych sledi, Casto
pretizenych obilninami. Mezi u nas pé&stovanymi olejninami ma zcela mimoradné postaveni
fepka olejka (Baranyk, 2005). Pocatky Slechténi fepky v Ceskoslovensku se datuji do obdobi
prvni republiky. Vyznam fepky byl v té dobé jen velmi maly. Vybérem domacich krajovych
odrid vznikly ozimé fepky Tiebitska krajova, Slapska a jarni fepka Ceska krajova, které
obsahovaly cca 50% kyseliny erukové (KE), a glukosinulatd (GSL), (Vasék et al., 1997).
Dnes jsou zadany predevsim fepky typt HO s 80% obsahem kyseliny olejové, hybridné fepky

které maji o 15 — 20% vyssi vynos, a fepky vyuZivajici se v nepotravinarskych odvétvich.

Tab. 1: Klasifikace typt fepky (upraveno dle Vasak a kol., 1997)

Typ Vlastnosti Typ Slechténi, cil Piiklady odrud
I;ia,,;i‘:ka fepka KE - 41 kjasicke ~ slechténi, jiz se
“EG* Hepestjl. I.{epka S VYROSOVOU 1y4p5 ovan v gen. bance
stabilitou 1 vynosem, ovSem
.3 90-1101 5/ & technické vyuziti
mmol/semene P ’




Bezerukova fepka KE- do Klasické Slechténi.

0 |
« e 2%, x , ... Jet Neuf (F), Silesia|
O Repka s vynosovou stabilitou (CR), ji% nepéstovén
GLS 90 - 110 mmol/gi vynosem a kvalitou pro -] P y
semene potravinaiské vyuziti

Klasické Slechténi, fepky s/ ‘
Dvounulova fepka, KE - vynosovou stabilitou i vy- Lirajet (D), Falcon (D),

“00 do 2%, GSL do 25 nosem. Kvalita pro Zorro (D),Olymp (D),
mmol/g semene potravinaiské 1 krmivaiské Stela (CR)
vyuziti.

Klasické Slechténi.

“EO* Repka S vysokym Ofiza (CR),
obsahem KE - 41 - 54% Kuvalita vhodna pro technické
5 o i e Erox (D)
a krmivafské vyuziti
Zlutosemenna fepka. Klasické Slechténi. Kvalita Ozima fepka prozatim|
«000“ Kvalita jako “00“ fepka- vhodna pro potravinaiské neni k disposici,

navic  snizeny obsah vyuziti a zlep§ené krmivaiské vSechny soucasné “00
vlakniny z 12 % na 6% vlastnosti. tepky odslupkované
Kvalita jako u “000“ + Klasické S$lechténi. ZlepSena

“0000“  snizeny obsah kyseliny kvalita pro potravinaiské CADDY (F)

linolenové vyuziti.

Kvalita jako u “00% Klasické Slechténi

fepek, ovSem s vysokym ...

HO obsabem kys. olejové Prlp.” genove ,technologle. Hola typ (D)
5 Specialni vyuziti v potrav. 1|
(nad 80%)
nepotrav sektoru.
Trierucin Kvalita jako u “00“ fepek Genové technologie.- Doposud ~ pouze v
ovsem KE nad 70% nepotravinai'ské vyuziti Kanadé a USA ‘
Kvalita jako u “00“ fepek
— ovsem s obsahem Genové technologie - Doposud  pouze V|
kyseliny stearové cca nepotravinaiské vyuZiti Kanadé a USA
30%
P— Repka s obsahem kys. Genové technologie - Doposud ~ pouze V|
laurové nad 40% nepotrav. vyuZiti Kanad¢ a USA ;
Pronto+ (RH - D), Betty|
(CHL - D)

Hybridni Repka s “00“ a vynosem Hybridni §lechténi. Kvalita

~ v _ 0 o
fepka vys§im o 15 - 20% pro potrav. vyuziti Synergy+ (CHL - F),|

KE = kyselina erukovd, GSL = glukosinolaty, +RH = restaurovany hybrid , CHL =
komporzitni (slozeny ) hybrid, D - némecko, F - Francie




2.2.2. Vyuziti fepky v potravinaiském prumyslu

Pro potravinaiské ucely jsou vyznamné piedevsim bezerukové odriidy se snizenym
obsahem glukosinulatii, poskytujici oleje s vysokou nutriéni hodnotou. Olej téchto odriid se
skladbou svych slozek vyrovna olejum jako je sojovy, a slune€nicovy. Diky nizkému
obsahu nasycenych mastnych kyselin, a vysokému obsahu mononenasycené kyseliny olejové,
a esencialni kyseliny alfa-linolenové, patifi fepkovy olej z dietologického hlediska
k nejcennéjSim jedlym olejim (Baranyk, 2000). Nenasycenou mastnou kyselinou je také
kyselina linolova, ktera je velmi vyznamnou slozkou oleje. Je souéasti vitaminu F, ktery ma
priznivé UCinky na funkci krevniho ob&hu, sniZuje cholesterol, a moznost vyskytu
kardiovaskularnich chorob (Hosnedl et al., 1998). V sougasné dobé tvoti fepkovy olej cca 80 -
85 % vSech zpracovavanych olejii v Ceské republice. PouZiva se pro vyrobu ztuzenych tukd,
margaring, ale také jako jednodruhovy stolni olej, v tukaiském a olejarském primyslu. Ve
smési s palmoleinem vykazuje dobrou stabilitu, a proto se uplattiuje jako fritovaci olej, ktery
je odolny k opakovanému tepelnému namahani. V kombinaci s palmovym olejem slouzi, jako

specialni naplfiovy tuk pro ¢okoladovnicky a petivarensky priimysl.

2.2.3. Vyuziti fepky pro nepotravinarské uely

Vedlejsi produkty po vylisovani fepkového oleje tzv. fepkové vylisky a §roty jsou
pouZzivany v oleochemii. V tomto chemickém odvétvi se z nich vyrabi glycerol, ktery je
slozkou pro mnoho produktli farmaceutického a kosmetického priimyslu. Mastné kyseliny
vznikajici rozkladem olejii, a tukii jsou vyuzity pfi vyrobé antistatik, detergentd, a vonné
pryskyfice. Metylestery mastnych kyselin fepkového oleje (tzv. ¢&istd bionafta) jsou
alternativnim palivem do vznétovych motorti, které neni tfeba konstruk&né upravovat. Mezi
prednosti bionafty patfi velmi dobra biologicka rozlozZitelnost. Nové (Holas a Soucek, 1999)
se zkousi uplatnéni etylesteru fepkového oleje. Misto metanolu se pro esterifikaci uZiva lih —
bioetanol. Rostouci tlak na ochranu Zivotniho prostiedi vyustil do zavedeni vyroby maziv na
bazi fepkového oleje. Hlavni pfednosti téchto tzv. biooleji je velmi dobra biologicka
rozlozitelnost. Postupné nahrazuji v technicky zddvodnénych oblastech tradiéni ropna maziva.
V CR se vyrabéji biooleje pro mazani fetézti motorovych pil, pro hydraulické systémy,
ztratové mazani stacionarnich pil, mazani podvozkd Zelezniénich vozidel, vyhybek v kolejové

dopravé, pro uziti v potravinaiském primyslu apod.




Nejvétsim vyrobcem je SETUZA Usti n. L., a.s., ktera dodava biooleje v Sirokém spektru
pouziti. Oblast zpracovani rostlinnych oleju, za G¢elem pouziti ve farmaceutickém priimyslu,
nebo pii vyrobé umélych vlaken, emulgatorl, a detergentd se nazyva oleochemie (Fabry a
kol., 1992). V krmivaiském prumyslu se vyznamné uplatiuji odridy fepky se snizenym
obsahem antinutri¢nich faktorG — glukosinulati, sinapinu, taninu, a kyseliny fytové. Které

jsou vhodné jak pro zkrmovani na zeleno, tak pro vyrobu konzervovanych krmiv.
2.3. Slechténi Fepky a tvorba hybridnich odrad

Rucni kfizeni u fepky bylo provadéno pfiblizné jiz pfed 20 lety. Vysledky ukazaly
moznost zlepSeni vlastnosti, pii vyuziti heteroze v porovnani hybrida s jejich rodici, ale také
v porovnani s nejlep$imi liniovymi odridami. AvSak fepka je ze 70% samosprasna a
oboupohlavny kvét neumoziiuje mechanickou kastraci. Z tohoto divodu se zacalo ve svéte
pracovat na projektech, jejichz cilem bylo vyvinout metodu pro cizospraseni. Byly to postupy
vyuZzivajici mezidruhové kiiZeni, fuzi protoplasti, a v posledni dobé také genové technologie
(Paulmann, 1999). VSechny systémy vyroby hybridniho osiva jsou zaloZeny na ustaleni
pylové-sterilni linie, ktera slouzi jako matefsky komponent. V molekularnich systémech
vznika v dusledku preruSeni vyvoje mikrospor nebo tkani, které podporuji jejich vyvoj.
Teoreticky lze také produkovat plné funk¢ni pylova zrna, ktera vsak nejsou Sifena do okoli
v disledku poskozeni struktury prasnikd. Analogicky mohou byt také vyvinuty metody, které
vytvareji samci sterilitu (Arnison, 1997). Pro péstitele jsou hybridni odridy atraktivni
zejména z hlediska vysokych vynosi, odolnosti proti chorobam a také agrotechniky. Vyroba
hybridnich odrid je dnes zaloZzena na vyuzité CMS (cytoplazmatické samci sterilit€), nebo

saprofytické autoinkompatibilité (AI)
2.3.1. Cytoplazmaticka samdi sterilita

Samci sterilita zahrnuje cytoplazmatickou (Cytoplasmic Male Sterility, CMS) a genovou
(Genetic Male Sterility, GMS) sterilitu. Pfednosti CMS je, ze vyroba sterilni populace je
ekonomicky rentabilni. Systém vyZzaduje tfi sterilni linie, jejichz vySlechténi trva fadu let, a
sterilni cytoplazma muze mit negativni vliv na vynos, a také na adaptaci rostliny v prostiedi.
Pro GMS jsou potiebné pouze dvé jakékoliv linie, které usnadriujici nalézt kombinaci se
silnou heterozi. Nevyskytuje se zde negativni vliv cytoplazmy na vynos, a také Slechtitelsky

cyklus je krat§i. Markantni nedostatek je, ale vtom, Ze neni mozné zajistit sterilitu celé




populace, nebot’ se v ni vyskytuje vzdy cca 50% fertilnych rostlin, které je tfeba z matefskych
linii odstranit (Tu et al., 1999). Mnoho systému vyuZzivajicich CMS nebo GMS ze zalozeno na

mutaci mitochondrii, coz vede k selhani vyvoje funké&nich pylovych zrn, nebo prasniku.

2.3.2. INRA ogura

Cytoplazmaticka samdi sterilita (CMS) ,,Ogura,, byla z fedkve do fepky olejné pienesena
organizaci INRA ve Francii (Pelletier et al, 1983, 1987). Systétm OGU-INRA CMS se
vyznaluje dobrou stabilitou jak po genetické strance tak také v adaptibilit¢ na pfirodni
podminky. Zlep3eni samgi fertility restaurujici linie vedla k Rt liniim, s dobrou produktivitou
a stabilnim chovanim pfi meidze (Delourme, Eber, Renard, 1991) timto systémem lze vyrobit
jak sdruzené odridy, tak i restaurované hybridy. Sdruzené odridy jsou hybridni odridy
s pylovou sterilitou, k nimz je pfimichan ur€ity podil fertilnich rostlin slouZzicich pro opyleni
sterilni slozky. Z diivodu cizospraseni je tento proces velmi zavisli na pocasi v dob€ kveteni,
perspektivni jsou tyto odridy zejména v oblasti jihozapadni Francie a Anglie. Vyvyjené

restaurujici linie nemaji doposud vyhovujici kvalitu v oblasti glukosinulati.

2.3.3. Systém MSL

Systém MSL (Male Sterility Lembke) je zaloZzen na spontalni mutaci, nalezené ve
Skolkach firmy NPZ v roce 1982. Tento systém umoziiuje vyrabét plné restaurované hybridy
fepky bez ztrat na vynosech nebo kvalité Prvni registrace téchto hybridi byla v roce 1995
v Némecku. MSL systém nachazi své uplatnéni ve §lechténi ozimé fepky v Evropé, a jarni
fepky v severni Americe (Paulmann, 1999). Sklada se ze tii komponent: sterilni matefské

linie, fertilniho udrzovatele sterility, a obnovitele pylové fertility.

2.3.4. Polima

Hybridni systém Polima CMS byl objeven v Ciné. Jedna se o sterilitu, ktera se pfirozené
vyskytuje v polské odriidé jarni fepky Polima. Pii vys§i teploté vzduchu zlstavaji rostliny
fertilni. Tento fakt zna&né komplikuje geneticky vyzkum sterility a nalezeni udrzovatelt
sterility (Baranyk, 2005). Na bazi Polima CMS vznikly uspé$n€ hybridi v fadé

Slechtitelskych programi. ZvySeny obsah glukosinulati neni spojen s obnovenim fertility,



kfizenci, ale mohou poskytovat nizsi vynos oleje. Nestabilita Polimy sytému je také ovlivnéna

ptirodnim prostfedim. Pokud k ni dojde, v disledku samospraseni vznikne nehybridni osivo.

2.2.5 Autoinkompatibilita

Autoinkompatibilita (self-incompatibile, SI), je neschopnost rostlin opylit sebe sama.
Pouziva se pti vyrobé hybridniho osiva, ale problémy mohou nastat pfi rozmnozovani, vlivem
riznych stresit muze dojit k jejimu zhrouceni, co vede k naslednému znecisténi hybridniho
osiva vlivem samospraseni. Prirozeny vyskyt SI rostlin u fepky je velmi nizky, aktivni S alely
ovliviiuji vysoky a staly stupent SI, mohou vSak byt do genomu Brassica napus pieneseny
pomoci resyntézy puvodnich druhi Brassica oleracea a Brassica rapa. Brassica oleracea a
Brassica rapa disponuji efektivnim Al systémem, zatim co allotetraploid Brassica napus, jez
je u nich vyvoj odvozen, a je autofertilni. Al miZze byt vyuzita jako mechanismus kontrolujici
opylovani pfi vyrobé hybridniho osiva. Pro prekonani Al je pii mnoZeni inbrednich linii je
znamo nékolik metod. Prvni experimentalni hybridi na bazi Al vykazaly vynos jako nejlepsi
odrudy nebo jesté o 20 % vyssi (Ecke, Uzunova, WeiBleder, 1995).




2.4. Metody detekce DNA polymorfismu

Zavedeni techniky PCR, a jeji rychly rozvoj vyrazné zjednodusil fadu postupt
pouzivanych v molekularni biologii. PCR miZe byt pouzita, i k nahodnému testovani
variability sekvenci v ramci genomu. Pouzitim kratkych nahodnych primert (cca 10bp), lze
ziskat v relativné kratkém Case spektrum amplifikagnich produktd, které se lisi svoji délkou.
Ziskané spektrum je obvykle polymorfni v ramci dané populace (RAPD’s), a rizna spektra
ziskana na zakladé amplifikalni reakce za pouziti rGznych primerd vytvaii detailni
,.fingerprinting”” DNA. PCR fingerprinting, vyuZiva kratkych nahodnych primerd se stava
analogii klasického DNA fingerprintingu. Metoda PCR (polymerase chain reaction)
napodobuje v laboratofi proces mnozeni DNA, ktery je b&zny u mnoha organismi v prirodé.
Poprvé byla pouZita v roce 1984 (Saiki et al., 1988). Jeji podstatou je opakujici se enzymova
syntéza novych fetézcl vybranych usekii dvouretézcové DNA, ke které dochazi po piipojeni
dvou primerli vazajicich se na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3' - OH konce sméfuji
proti sobé&. Jako primery se obvykle pouZivaji dva kratké oligonukleotidy o délce zhruba 18 —
30 bazi, odvozené zkoncovych sekvenci DNA uréené k amplifikaci. Po pfidani DNA-
polymerazy a nukleotidi zagne probihat syntéza novych fetézcd, na obou matricovych
fetézcich protismérn€ (Rosypal a kol., 2002). Pfi syntéze DNA se pouZivaji termostabilni 7 aq
— polymerazy, které jsou vyizolovany z Termus aquaticus. Tato bakterie byla poprvé
objevena v Yellowstonském narodnim parku, resp. v horkych viidelnich pramenech. Zivotni
podminky podminily jeji termostabilni vlastnosti, tz. odolavat teplotam pifi niz DNA
opakované denaturuje. To umoZiiuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cyklg,

pii nichZ se v zavislosti na teplot& reakéni smési pravidelné stiidaji nasledujici kroky:

» denaturace dvoufetézcové molekuly DNA (94 — 98°C)
» annealing - nasednuti primerti k oddélenym DNA - fet&zciim (30 -65°C)
» nasednuti DNA, RNA polymerazy (65 — 75°C)

Reakce probiha v termocycleru, ktery méa automaticky naprogramované teplotni cykly a
intervaly. Teplotni hodnoty a doba trvani jednotlivych krokd je tfeba optimalizovat podle
délky amplifikovaného iseku DNA a konkrétni sekvence primerd. Produkty PCR se reakce se
hromadi teoreticky geometrickou fadou. Po 30 — 50 cyklech je ve vzorku pfitomna v podstaté

jen amplifikovana DNA, kterou lze elektroforeticky detekovat. Vyslednym produktem reakce




jsou fragmenty DNA definované délky (desitky, az tisice nukleotid®), analogické restrikénim

fragmentiim, jejichz pfitomnost v reakeni smési se prokazuje:

» stanovenim velikosti elektroforézou v polyakrylamidovém nebo agarézovem gelu
» Southernovou hybridizaci se znagenou sondou komplementarni k asti sekvence
amplifikovaného useku

» stanoveni sekvence DNA

Vyuziti PCR metody nahrazuje pouZzivani genovych knihoven, zjednodusuje klonovani genu,

umoziiuje detekci patogend, transgend, a amplifikaci DNA z celého genomu.

2.4.1. Techniky zalozené na PCR reakci

2.4.1.1. RAPD - (Random Amplifield Polymorphic DNA — polymorfismu nihodné
amplifikované DNA)

Tato metoda patii mezi modifikované PCR techniky. Pouziva se k detekci polymorfismu
v DNA, pfi niz je pouzivan jediny kratky oligonukleotidovy primer (napf. hexanukleotid
s nahodng& zvolenou sekvenci), ktery se na cilovou DNA vaze v nahodnych mistech (Rosypal,
2002). Libovolna sekvence obchazi nevyhodu PCR techniky, u které je nutna znalost cilovych
sekvenci DNA fragmentti. Vysledkem RAPD je soubor amplikondl predstavujici otisk DNA
charakteristicky pro dany organismus.

2.4.1.2. SPLAT technika

SPLAT (Specific Polymorphic locus Amplification Test — Amplifikace specifickych
polymorfnich lokust)

2.4.1.3. AFLP technika

AFLP (Amplification Fragment Lenght Polymorfismus — polymorfismus amplifikovanych
fragmenta)



2.4.1.4. Sekvenovani

wewr

Tato metoda je nejpfesn&jsi, avSak pracovné nejnarocn€jsi, a nejdraz§im zplsobem
ziskavani DNA, pii které se urluje presné pofadi bazi v uréitém useku DNA Nejcastéji se
pouZiva Sangerova metoda. Sekvenovany tisek DNA, napt. klonovany fragment nebo produkt
polymerazové fetézové reakce se rozdéli do &yt alikvotd, do kazdého znich se pridaji
viechny &tyfi volné deoxynukleotidy, a kromé toho jejich dideoxy formy ddATP, ddCTP,
ddTTP, ddGTP, kterym chybi 3" - OH skupina. Reakci enzymaticky zajistuje nektera z DNA
polymeraz (Rehout, 2000).

2.4.2. Techniky zaloZené na hybridizaci bez pouziti PCR reakce

2.4.2.1. RFLP (restriction fragment length polymorfism - délka polymorfismu
restrikénich fragmenti)

RFLP je metoda pouzivana v molekularni biologii, sledujici jednotlivé sekvence DNA.
Restrikéni analyza DNA je metodou charakterizace DNA pomoci jejiho $tépeni restrikenimi
endonukleasami na fragmenty. Jejich podstatou jsou bud mutace, které vedou k vytvoieni
nebo ztraté rozpoznavacich mist pro restrikéni enzymy, nebo vznikaji jako dusledek
piitomnosti rizného poétu repetetivnich sekvenci ve specifickych oblastech chromozému
(Rosypal, 2002). Identifikace a analyza produkti $tépeni, se provadi elektroforetickym
délenim a hybridizaci se specifickou sondou (Southernova hybridizace). Mutace v restrikénim
misté zméni velikost restrikénich fragmentti, a tedy i velikost prouzki po hybridizaci. Je
mamo velké mnozstvi bakterialnich restrikénich endonukleas (asi 1500), které se lisi od sebe
tim, Ze rozpoznavaji ruzné kratké sekvence nukleotidd - 4, 6, 8 a ze 5té&pi DNA na rizné
dlouhé fragmenty podle individualniho pofadi bazi a podle rozpoznané sekvence. Za danych
podminek vznika reprodukovatelny pocet restrikénich fragmentd o urCité opét
reprodukovatelné délce (= poctu bazi). Pocet i délka fragmentd je pro daného jedince
specificka. Né&které restrikéni endonukleasy jsou citlivé na methylaci DNA. V nékterych
ptipadech methylace adeninu a methylace cytosinu inhibuji §tépeni, v jinych je methylace pro
§tépeni nezbytna. Odliseni riznych DNA se provadi na zakladé polymorfismu délky Stépnych
usekd. Tento polymorfismus vznika na zaklade pfitomnosti nebo nepfitomnosti
rozpoznavacich a §tépnych mist. Obecné restrikcni endonukleasy, které rozpoznavaji kratsi

sekvenci, §t&pi DNA Casté&ji na mensi useky, zatimco restrikéni endonukleasy rozpoznavajici
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delsi sekvenci §t&pi méné Casto a na delsi fragmenty. Pii neaplném (parcialnim) St€peni DNA
vlivem nevhodnych reakénich podminek vznikaji delsi useky (napfiklad velky obsah bilkovin,
nevhodna teplota, nedostateéna doba). Hvézditkové §tépeni (tzv. "star" aktivita enzymu) je
zptisobeno nespecifickym $tépenim mimo rozpoznavaci mista. Vznika tak mnoho kratkych
Gisek®i. Tento analyticky nepfiznivy stav miZe byt zpisoben napiiklad nadbytkem glycerolu v
reakci. Proto nelze zvySovat koncentraci restrikéniho enzymu v reakci zvySovanim pouZitého
objemu, ale pouzitim stejného objemu enzymu ze zasoby o vyssi koncentraci. Tato metoda se
asto pouZiva pfi uréovani otcovstvi, nebo pro identifikaci DNA v kriminalistice. Dalsi
vyuziti je napt. pfi identifikaci chorob riznych jedinci, nebo k identifikaci rozsahu

rekombinaci, které mohou vést ke genetické mapé, a urovat vzdalenost lokust v cM.

2.4.2.2. VNTR (Variability of Number Lenght Polymorphism — variabilata po¢tu

tandemovych repetic)

Technika DNA fingerprintingu , vyuziva kratké nespecifické sondy, které detekuji
polymorfismus na Grovni stfedné repetitivnich sekvenci — tzv. minisatelitu (jsou tvoreny
opakovanymi tseky sekvenci dlouhych 10 — 60 pari bazi. Tyto minisatelity se s nejvetsi
pravdépodobnosti vyskytuji v rlznych pozicich v celém eukaryontnim genomu. Podet
opakovani uréitého minisatelitu miZe u jedinci jedné populace kolisat (VNTR), a tato
variabilita je detekovana jako variabilita délky restrikénich fragmenti po $tépeni resrikCimi
enzymy, které $tépi v ramci sekvenci dané repetice. Nejvyznamnéjsi aplikace analyzy je

v oblasti rostlinné evoluce.

2.5. Klonovani

Klonovani je metoda molekularni biologie vedouci k tvorbé klont. Klon je soubor
identickych bun&k (organismi), odvozenych ze spole¢ného piedka mitézou u eukaryot, a
prostym délenim u prokaryot. DNA klon je soubor identickych molekul, fragmentd, nebo
tsek DNA, pfipravenych napt. mnoZenim rekombinantnich molekul DNA v hostitelské
bufice (in vivo) nebo polymerazovou fetézovou reakci in vitro. Rekombinantni molekula
DNA je molekula DNA vytvofena in vitro, spojenim cizorodé DNA s klonovacim vektorem
(molekula DNA, ktera schopnost pfijmout cizorodou DNA, spojit se sni, a nasledné
replikovat v hostitelské butice). Cizoroda DNA (téZ inzert) je libovolny iisek DNA vlozeny do

klonovaciho vektoru. Hlavni prednosti klonovani je, Ze umoziiuje izolovat z genomu jeho
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dil&i Gseky, a ty ve formé rekombinantnich molekul mnohonasobné zmnozit (Smarda a kol.,
2005). Oblasti, ve kterych se vyuziva klonovani jsou napf. studium, a funkce genu, studium
regulacnich oblasti fidicich expresi gent, fyzikalni a geneticka analyza genomu (Rosypal,

2002). Tento proces zahrnuje tfi zakladni kroky:

» priprava rekombinantni molekuly DNA
» prenos rekombinantni molekuly do hostitelské buriky

» selekce klont obsahujici rekombinantni DNA

2.5.1. Klonovaci vektory

Jako klonovaci vektory jsou nejastéji pouzivany kruznicové molekuly DNA schopné
autonomni replikace, odvozené z plazmidi nebo viru. Plazmidivé vektory jsou vektory
s velikosti (2-15 kb), ucinnost prenosu plazmidové DNA je nepfimo Gimérna jeji velikosti,
malé plazmidy se snadno izoluji, a v bunkach dosahuji vysokého poctu kopii. Maji vysokou
schopnost udrzeni cizorodé DNA, pii replikaci a uchovani klont, snadny a ucinny pienos do
hostitelské buriky. Mezi dal$i pozadavky patfi, Ze musi obsahovat gen (oznacovany také jako
selek&ni marker). Na zakladé fenotypového projevu tohoto genu (napt. gen pro rezistenci

k antibiotikiim), 1ze buiiky nesouci tento plazmid selektovat.

2.5.2. Priprava rekombinantni molekuly DNA

Jako rekombinantni molekulu lze pouzit genomovou DNA izolovanou z donorového
organismu, cDNA pfipravenou zpétnou transkripci z mRNA, a nebo DNA pfipravenou
chemickou syntézou. Aby mohly byt tyto rekombinantni molekuly za¢lenény do vektoru musi
byt specialné upraveny. Genomova DNA se nejprve St€pi restriktazou nebo mechanickym
sestithem na kratsi fragmenty, tak aby vznikla vzajemna komplementarita mezi inzertni a
vektorovou DNA. K pfipravé cDNA se pouziva preCisténa mRNA, vznikla zpétnou
transkripci DNA. DNA syntetizovana uméle, tedy chemickou cestou se pfipravuje postupnym
spojovanim kratSich dvoufetézcovych usekd, vytvofenych ze vzajemné komplementarnich
oligonukleotidi. Celkova délka muze pak dosahnout nékolika stovek pari bazi a obsahovat

sekvenci komplementarniho genu.
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2.5.3. Pr'enos rekombinantni molekuly do hostitelské molekuly DNA

Casto pouZivanym hostitelem plazmidovych vektort jsou buiiky kment E. coli. Prenos lze
provést nékolika zplsoby. Mezi nejastéjsi patii transformace, pfi niz jsou Bakterialni buriky
vystaveny pisobeni chloridu vapenatého, a vyhladovénim za chladu do stavu kompetence,
vnémzZ jsou schopny pfijmout exogenni DNA. Elektroporace je metoda pfi niz se buiky
v roztoku obsahujici rekombinantni DNA kratkému elektrickému impulsu o vysokém napéti.
Tim dojde u bufiky k vytvofeni pord, kterymi prochazi exogenni DNA a vstupuje tak do

bunék.

2.2.4. Selekce klonu obsahujici rekombinantni DNA

Po prenosu plazmidovych molekul do hostitelské buiiky je tieba identifikovat butiky, které
obsahuji rekombinantni plazmidy, a odli$it je od bun&k, které tyto plazmidy nemaji.
RestrikEni analyza DNA je metoda, ktera vyuziva na $té€peni rekombinantni DNA restrik&ni
endonukleazu. Po $tépeni rekombinantni DNA restrikéni endonukleazou pouzitou k za¢lenéni
cizorodé DNA do vektoru se cizoroda DNA z vektoru vystépi, a nasledné ji miizeme prokazat

pomoci elektroforézy.

2.6. Sekvenovani DNA

Cilem sekvenovani DNA je stanoveni jeji primarni struktury. Zakladem je ziskat
molekuly DNA s presn¢ definovanymi konci. Nejcast&ji pouZzivany vychozi material pro
sekvenovani DNA jsou restrik¢ni fragmenty klonované do vhodného klonovaciho vektoru
nebo fragmenty ziskané pomoci PCR. K detekci primarni struktury lze pouzit dvé metody, a

to enzymatickou, a chemickou.
2.6.1. Chemické sekvenovani DNA (Maxamovo-Gilbertovo sekvenovini)
Podstatou chemické metody sekvenovani je specifické Stépeni molekuly DNA

chemickymi €inidly v mistech bazi ur¢itého typu (Rosypal, 2002). Jako vychozi material se

pouziva identické fragmenty jednofetézcové DNA, které jsou na jednom konci radioaktivné
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oznaCeny. Postup této metody je, Ze si pfipravime znacené jednotetézcové fragmenty. Ty jsou
nasledn& rozdéleny do &yt vzork. Na kazdy vzorek pisobime chemickou latkou, ktera
specificky modifikuje jeden nebo dva typy bazi. Pasobenim dals§i chemické latky se Stépi
DNA-fetézce ve viech mistech, v nichz byly baze modifikovany. Vysledek Stépeni molekul
v daném vzorku je pak soubor fragmenti DNA riiznych délek, které odpovidaji vzdalenosti
bazi ptisluiného typu od znaceného konce vychozi molekuly DNA. Fragmenty DNA se
rozdéli pomoci elektroforézy na denaturujicim polyakrylamidovém gelu. Detekce fragmentd
se provede autoradiograficky, po jejich pfenosu na nitrocelulozovy filtr. Sekvence DNA se

stanovi pomoci autoradiogramu odectenim poloh pruhti v jednotlivych drahach gelu.

2.6.2. Enzymatické sekvenovani DNA (Sangerovo sekvenovani)

PFi této metodé je DNA pouZita jako matrice pro syntézu komplementarnich fetézci riizné
délky pomoci DNA - polymerazy (Rosypal, 2002). Syntéza komplementarnich fetézch
k matricové DNA se zahaji z mista, ke kterému je pfipojen sekvencné specificky primer, a
ukon&i se v mists, ve kterém se do rostouciho fetézce vcleni misto normalniho
deoxyribonukleozidtrifosfatu jeho analog dideoxynukleozidtrifosfat (ddNTP). Tento analog
pisobi po zaglenéni do fetézce jako koncovy inhibitor syntézy DNA, jelikoz DNA -
polymeraza k nému nemize v disledku nepfitomnosti 3"OH skupiny pfipojit dalsi nukleotid.
Pokud zvolime vhodny pomér nukleotidd, a jejich analogh v reak&ni smési bude vysledkem
reakce soubor fetézcd s riznou délkou, zakon&eny v nahodnych mistech do nichz se za¢lenily
dideoxynukleotidy. Postup této metody je, ze se vychozi material rozdéli do Ctyfech

oddélenych vzorki. Kazdy vzorek obsahuje:

» molekulu DNA jejiz sekvence ma byt stanovena

» primer (kratké restrikéni fragmenty nebo synteticky ~ pfipravené
oligonukleotidy, o délce zhruba 18 komplementarnich bazi k &asti molekuly
DNA jejiz sekvence se stanovuje), ktery se pfipoji k gasti molekuly DNA
nebo k mistu pfipojeni na vektoru

> smés, ktera obsahuje ¢&tyfi normalni nukleotidy, z nichz jeden je
radioaktivné oznacen

» DNA - polymerazu
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Po probshnuti polymerizaéni reakce se vytvofené produkty zdenaturuji, a rozdéli se na

polyakrylamidovém denaturujicim gelu. Sekvence odecteme s autoradiogramu.

2.6.2.1. Automatické sekvenovani DNA

Sekvence jsou zgelu odegitany a vyhodnocovany automaticky. OdliSnosti proti

standardnim metodam:

» syntéza DNA probiha metodou asymetrické PCR v termocycleru s vyuZzitim 7aq -
polymeradzy

> ke znateni reakénich produktii se pouZziva neradioaktivné oznaCené primery nebo
dideoxynukleotidy

» detekce produktl sekvenalnich reakci probiha v pribéhu elektroforetické separace
automaticky pomoci laserového detektoru napojeného na pocita¢, ktery z pofadi pruhu

v ptisludnych drahach vyhodnocuje pfimo sekvenci DNA

Vyhodnoceni sekvena¢nich dat

Pouziva se specialnich pogitatovych programi, vedoucich ke komplexni analyze. K ni patfi:

» vyhledavani rozpoznavacich mist pro restrikéni enzymy

A\

vyhledavani repetetivnich sekvenci

» prevadéni sekvenci nukleotidi do sekvence aminokyselin, vyhledavani otevienych
&tecich ramci, které mohou byti potencialnimi geny

» vyhledavani motivi charakteristickych pro regulacni oblast

> srovnani stanovené sekvence nukleotidd, nebo zni odvozené sekvence

aminokyselin se sekvencemi ulozenymi v databankach
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2.7. Biosyntéza mastnych kyselin

Biosyntéza mastnych kyselin probiha souCasné ve dvou organelaich a to
endoplazmatickém retikulu, a plastidech. Obé tyto biosyntetické drahy jsou navzajem
propojeny. Z triacylglyceroli a zasobnich tuk( vznikda prvni meziprodukt pylmitoyl-acyl
carrier protein. Poté je vétSina fetézcu prodlouzena, az na stearoyl-ACP. Enzym desaturiza
vytvoii dvojnou vazbu a vznikne oleoyl-ACP (Browse a Somerville, 1991). Z oleoylu je
syntetizovan linoleoyl-fosfatidylcholinu (18:2-PC) a linolenoyl-fosfatidylcholinu (18:3-PC),
cteré jsou syntetizovany pomoci specifickych desaturaz. Z komplexu 18:3-PC jsou
<. linolenova a cholin uvolnény fosfatazou (Miguel a Browse, 1992). Soubé&zné existuji dvé
Jesaturalni cesty, které maji své odpovidajici enzymy, a to v membranach endoplazmatického
etikula a v plastidech (obr 1.), (Scheffler et al., 1997). Na zakladé biochemickych dukazi se
ofedpoklada, ze enzymy z ER a plastidi se mohou liit s ohledem na mechanismus, kterym
vyhledavaji misto budouci dvojné vazby uvnitf fetézce acylu (Heinz, 1993).

OznaCeni pro specifické desaturazy se 1i§i podle mista ptisobeni. Vytvofeni druhé dvojné
vazby u 18:1 katalyzuje v ER 8-12, v plastidech pak w-6 desaturaza. Tieti dvojna vazba a
vznik 18:3 je umoznén pomoci 6-15 (ER) nebo w-3 desaturazou (plastidy), (obr 1.). Tyto
lesaturazy jsou kodovany geny, které lezi na jednom useku chromozému. Gen pro 6-15
lesaturazuje oznacen jako fad 3 (fatty acid desaturase) a pro -3 desaturazu se nazyva fad 7
Scheftler et al., 1997). V zelenych ¢astech rostlin je k. linolenova predev§im syntetizovana

v plastidech (Lemiux et al., 1990).

Endopiasmic reticulum Plastid
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Obr. 1. ZjednoduSeny diagram, ktery znazortiuje dvé biosyntetické drahy vzniku mastnych

cyselin. Substratem pro dalsi dvé je kyselina olejova 18:1. Desaturaza endoplazmatického
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retikula delta-12 (e2) nebo plastidi omega-6 (p2) katalyzuje vytvoreni dvojné vazby v olejové
kyseling navazané na lipid. Delta-15 (endoplasmaticke retikulum, e€3) a omega-3 (plastid, p3)
katalyzuje vytvofeni druhé dvojné vazby. V plastidech muze byt dal§im moznym substratem
pro omega-6 desaturdazu kyselina delta-7 hexadecenova (16:1) a wvznikaji misto

osmnactiuhlikatych MK Sestnactiuhlikaté (Scheffler et al., 1997).

2.8. Molekulirni markery pouzivané ve Slechténi Fepky
2.8.1. Biosyntéza kyseliny linolenové

Biosyntéza k. linolenové ma nékolik mezikrokli a probiha hlavné v endoplazmatickém
retikulu (ER) a také soub&zné v plastidech, napfiklad v chloroplastech. Z triacylglyceroli a
zasobnich tukdl vznika prvni meziprodukt palmitoyl-acyl carrier protein (16:0-ACP). Vétsina
fetdzcl je prodlouzena na stearoyl-ACP (18:0-ACP). Potom enzym desaturaza, ktera je blizce
piibuzna syntetaze mastnych kyselin, vytvofi dvojnou vazbu a vznikne oleoyl-ACP (18:1-
ACP) (Browse a Somerville, 1991). 18:1 jsou vyuzivany k syntéze linoleoyl-fosfatidylcholinu
(18:2-PC) a linolenoyl-fosfatidylcholinu (18:3-PC), které jsou syntetizovany pomoci
specifickych desaturaz. Z komplexu 18:3-PC jsou k. linolenova a cholin uvolnény fosfatazou
(Miguel a Browse, 1992). Soub&zné existuji dv€ desaturacni cesty, které maji své odpovidajici
enzymy, a to v membranach endoplazmatického retikula a v plastidech (obr 1.), (Scheffler et
al., 1997). Na zakladé biochemickych dikazi se pfedpoklada, ze enzymy z ER a plastida se
mohou lidit s ohledem na mechanismus, kterym vyhledavaji misto budouci dvojné vazby

uvnitf fetézce acylu (Heinz, 1993).
2.8.2.Genetické zalozeni obsahu mastnych kyselin
2.8.2.1. Heritabilita znaku a vliv prostiedi

Koncentrace k. linolenové je predev§im uréena genotypem embrya a interakcemi dvou az
tfi lokusi (Chen a Beversdorf, 1990). Podstata genetické regulace znaku je tedy slozita, je
fizena matroklinng a ovliviiovana teplotou (Pleines a Friedt, 1989). Obsah nenasycenych
mastnych kyselin v membranach inverzné koreluje s ristem teploty. Ovliviiovani riiznych

mezikrok® biosyntézy nenasycenych MK miize vést k vyznamnym zménam v pfizpusobovani

VROUTSKA
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buné&inych membran vysokym teplotam (Falcone et al., 2004). Je inverzné korelovan se
vzristajici teplotou. Snizeni obsahu 18:3 bylo prostou selekci neproveditelné, protoze
neexistovala 7adni vyznamna a stabilni geneticka variabilita pro tento znak u existujicich
genotypti plodin. Je to pochopitelné, kdyz uvazime, ze 18:3 hraje nezbytnou ulohu ve
fotosyntéze a kolisani jeji koncentrace v rozmezi od 6 az 12% je vétSinou zpusobeno faktory
prostiedi (Thies, 1971). Prvniho uspéchu dosahli az Robbelen a Nitsch, kdyz se jim v roce
1975 podafilo chemickou mutagenezi vytvofit mutantni linii M11 z kanadské odrudy Oro.
Z této linie byla vytvorena selekci odriida jarni fepky Stellar s obsahem 18:3 3 %. Selekce
podle fenotypu, ktery je znain& ovliviiovan prostfedim byla zdlouhava a ne ptili§ Gspésna,

pokrokem bylo objasnéni biosyntézy C 18:3 a vyuZiti molekularnich markerd.

2.8.3. Linie se snizenym obsahem k. linolenové

2.8.3.1. Charakteristika genu pro desaturazy

Oznadeni pro specifické desaturazy se lisi podle mista piisobeni. Vytvofeni druhé dvojné
vazby u 18:1 katalyzuje v ER 8-12, v plastidech pak -6 desaturaza. Tfeti dvojna vazba a
vznik 18:3 je umoznén pomoci §-15 (ER) nebo w-3 desaturazou (plastidy) (obr 1.). Tyto
desaturazy jsou kodovany geny, které lezi na jednom useku chromozomu. Gen pro 8-15
desaturazuje ozna&en jako fad 3 (fatty acid desaturase) a pro ®-3 desaturazu se nazyva fad 7
(Scheffler et al., 1997). V zelenych &astech rostlin je k. linolenova pfedevsim syntetizovana
v plastidech (Lemiux et al., 1990).

Odhaduje se, Ze fad 3 i fad 7 maji 6 az 8 kopii na haploidni genom. Duplikovéna je cela
velka multigenni rodina desaturaz a zda se, Ze je to vysledkem duplikace velkého seku
chromozomi neZ jednotlivych gend. Podle pottu kopii u Brassica oleracea a Brassica rapa,
které jsou parentalnimi predky B. napus, se da predpokladat, ze duplikace vznikla jiz v téchto
druzich jesté pred vytvotenim B. napus (Scheffler et al., 1997). Jeden z biotechnologickych
postupl je zalozen na specifické expresi bud’ sense, nebo antisense mRNA v semeni, aby
byla ovlivnéna produkce urcitych desaturaz. Utinnost této metody zalezi na rdznych
faktorech a jednim z nich je poéet kopii cilovych endogennich genii. U Brassica napus byla
transgenozi jiz n&kolikrat upravena skladba mastnych kyselin pro produkci MK, jako
napriklad k. laurinové, palmitové, stearové, olejové a také y-linolenové (Thelen a Ohlrogge,

2002).
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.8.3.2. Vliv teploty na obsah k. linolové a linolenové

Enzymaticka aktivita desaturazy fad 2 v semenech je ovliviiovana vysokou teplotou
dvéma riiznymi mechanismy s riznym &inkem. Dlouhodoby pfimy Gcinek je spojen s nizkou
termalni stabilitou enzymu, ktera vede k tepelné denaturaci enzymu. Tim je snizena aktivita
enzymu a snizi se i obsah k. linolové a s nim také k. linolenové. Kratkodoby nepiimy ucinek
je spojen se snizenou dostupnosti O, kterd reverzibilné inaktivuje enzym, snizi se jeho
aktivita a nasledn& obsah k. linolové (Martinez-Rivas et al., 2004).

Vliv nizkych teplot na obsah nenasycenych MK byl podrobné studovan u ptimofské travy
Paspalum vaginatum. Obsah kyseliny linolové se vyrazné zvySoval v prubéhu plisobeni
nizkych teplot. Tolerance k chladu koreluje se stupném nasyceni MK v membrané.
Nenasycené MK nejspiSe pomahaji membranam udrZzet polotekuty stav nutny pro biologickou
funkci (Cyril et al., 2002).

Kyselina linolenova hraje nezbytnou tdlohu ve fotosyntéze a kolisani jeji koncentrace
vrozmezi od 6 az 12% je vétsinou zplisobeno faktory prostfedi (Thies, 1971). Presné
vymezené mnozstvi nenasycenych MK je vyzadovano pro fotosyntetickou termostabilitu pfi
zvySené teploté. Zmény ve slozeni MK membrany zapficinéné teplotou jsou regulovany tak,
aby dosahly velmi podobné Urovné nasyceni navzdory mutacim, které slozeni MK narusily
(Falkone, 2004).

Z uvedenych tdaji vyplyva, ze obsah nenasycenych MK je v uréitém rozmezi variabilni
v zavislosti na tepelnych podminkach, protoze plni dileZité biologické funkce v rostliné.
V potencialni odriidé se snizenym obsahem k. linolenove by se tento obsah mél také ménit,

ale nemél by se vyrazné zvysit na hodnoty, které jsou v béznych odrudach.
2.9. Molekuldrni markery pro snizeny obsah k. linolenové

Metodou RAPD marker pomé&rné dobfe segregujici s fenotypem (25a) (Tanhuanpéa et al.,
1995). Popsany je i RAPD marker K01-1100, ktery vykazoval vyznamné rozdily mezi
nizkym a vysokym obsahem 18:3 u dvou F; populaci. Pokud slouzil jako proba pro RFLP,
segregoval kodominantné a rozlisil heterozygoty od homozygotti s mutantni alelou (Hu et al.,
1995). V jiné studii KO1-1100 viibec polymorfni nebyl (Jourdren et al., 1996). Jourdren et al.,
(1996) uréil dvé vazebné skupiny Sesti markerti L1 a L2 (72,7 cM a 78,6 cM), z nichz kazda
odpovidala dtlezitému QTL a objastiovala 24 % a 30,7 % celkovych odchylek od obsahu k.

linolenové. V jiné studii bylo 27 RAPD markerii rozdé€leno do tfech vazebnych skupin, které
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rovnéz vykazovaly QTL pro k. linolenovou a dohromady predstavovaly 73,5 % variability
v populaci. Blizko jednoho z QTL, pfedstavujiciho 23,5 % odchylek, byl zmapovan fad3
(Tanhuanpaa a Schulman, 2002). Kodominantni RAPD marker L1L9 byl pouzit pro vytvoieni
SCAR markeru (Sequence Characterized Amplified Region) a vykazoval pfiblizn€ 25 %
genetické variability znaku. Podle vazebné analyza tento marker ziejmé oznacuje gen pro o-3

desaturazu (Hu et al., 1999).
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3. MATERIAL A METODY

3. 1. Rostlinny material

Pro hledani RAPD markeru byla pouzita F, populace rostlin §t&pici v obsahu mastnych
kyselin, kterou poskytl Ing. Koprna z VUOL Opava. K vytvofeni této populace byly
nakfizeny dvé linie liSici se v obsahu mastnych kyselin, linie BN-08 a OP 1006. Linie OP
1006 byla pouzita jako donor nizkého obsahu k. linolenove. Pro klonovani a sekvenovani
gent pro desaturazy byly pouZity dvé linie s nizkym obsahem k. linolenové a dveé s béznym

obsahem k. linolenové jako kontroly.
3.1.1. Slozeni mastnych kyselin v semeni:
Linie s nizkym obsahem k. linolenové:
OP - 1006: 18:1-79,0 %, 18:2-11,3%, 18:3 -2,4%
Kontrolni linie s normalnim obsahem k. linolenové:
BN - 08: 18:1 - 66,3 %, 18:2 — 20,3 %, 18:3 - 9,38 %
3.2. Metody
3.2.1. RAPD

Skrining RAPD primert byl proveden s 52 vybranymi primery (Tanhuanpaa et al., 1995;
Somers et al., 1998) u rodi¢ovskych linii a F1 generace. Jako templat byla pouzita genomicka
DNA, ktera byla izolovana pomoci kitu (Qiagen DNasy Plant Mini Kit). K RAPD analyze
bylo celkem pouzito 8 vybranych primeri (OPR 12, OPS 1, OPB 9, OPA 7, OPB 15, OPB 12,
OPK 1, 25). Ty byly pouzity u 39 rostlin F; §tépici populace s riznym obsahem k. linolenové.

Segregujici pruhy v populaci byly porovnany se skuteCnym obsahem k. linolenové

stanovenym pomoci plynové chromatografie.
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3.2.2. Klonovani a sekvenovani cDNA alel genu fad 3

Z dé&loznich listkd byla izolovana celkova RNA (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen), ta byla
reverzné transkribovana (Omniscript RT Kit, Qiagen) na cDNA. Transkribovana cDNA byla
pouzita jako templat pro specifickou amplifikaci fad 3 genu (Fourman et al., 2002). cDNA
obsahujici fad 3 gen, byla amplifikovana pomoci RT — PCR, se specifikymi primery (forward
a reverse), tyto primery slouzi k amplifikaci ur¢itého useku DNA. Vysledek amplifikace byl
vyhodnocen elektroforetickou separaci na agarozovém gelu. Amplifikované fragmenty byly
z gelu vyfiznuty, a pomoci (JET quick Spin Column Technique) byl zpétné vyizolovan PCR
produkt. Tento produkt byl zaligovan do pDrive cloning vector DNA, za pfitomnosti 2 x
Ligation Master Mix. Transformace kompletnich QIAGEN EZ bunék. Buriky nechame
rozmrazit na ledu. Pfi pokojové teploté nechame vytemperovat SOC médium. K 5 ul ligaCni
smési ptidam k 17 ul kompletni QIAGEN EZ bungk, jemné pomichame Spickou, a nechame 5
minut inkubovat na ledu. Po prob&hlé inkubaci, provedeme tepelny Sok v termocycleru 42° C
/30 s. Inkubujeme 2 minuty na ledu. Pfidame 150 pl SOC a inkubujeme v tfepacce pfi 37°C/
200 rpm, po dobu 15 minut. Na Petriho misky s pevnym LB médiem rozetfeme 10 ul IPTG, a
40 ul X — galu a nechame v temnu vytemperovat na 37 °C, (koncentrace AMP 1g/10 ml Hy0).
Reakci preneseme na misky a rozetfeme sterilni hokejkou. Misky nechame kultivovat
v temnu, pfi 37 °C, asi 16 hodin. Druhy den zaotkujeme nakultivované E.coli do 3 ml LB
média s 12 pl AMP (koncentrace 150 mg/10 ml H;0), vypichneme a zaoCkujeme 2 bilé
kolonie z Petriho misek (obsahuji plazmid s produktem). Kultivujeme 16 hodin pfi 37° C.
Pomoci MACHEREY-NAGEL (NucleoSpin Plasmid QuickPure) byly izolovany plazmidy,
tak Ze 1-3 ml bun&&né suspenze E. coli v tekutém LB médiu, pfendame do 1,5 pl eppendorfek
a sto¢ime 30 s / 11000 rpm, slijeme, a pelet prevrstvime zbytkem suspenze ze zkumavky a
opét stoime. Pro buné&nou lyzi pfevrstvime pelet 250 pl pufru Al, resuspendujeme. Pfidame
250 ul pufru A2, 6 — 8 x prevratime, a nechame inkubovat 5 min pfi pokojové teplotg,
ptidame 300 pl pufru A3, a 6 — 8 x pomalu pfevratime. Pro pfecisténi lyzatu suspenzi
centrifugujeme 10 min / 12000 rpm. Filtrat prelijeme do novych originalnich eppendorfek,
vlozime filtr, a nalijeme supernatant s pfedeslého kroku, centrifugujeme 1 min / 11000 rpm,
filtrat slijeme. Filtr vlozime zpét do eppendorfky, a pridame 450 ul AQ, centrifugujeme 1 min
/ 12000 rpm. Filtr vlozime zpét do eppendorfky, a centrifugujeme 1 min / 12000 rpm. Filtr
vlozime do nové eppendorfky, a ptidame 450 pl AE. Inkubujeme 1 min, pfi pokojové teploté.
Sto¢ime 1 min / 11000 rpm. Vyizolované plazmidy restrikéng §tépime pomoci EcoRI (cilova

sekvence G|AATT C) pii 37° C, po dobu 2 h. Reakce se pienese na agarozovy gel s
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markerem, a nasleduje elektroforeticka separace. Vysledkem jsou fragmenty, které maji podle

genu okolo 650 bp, a nasledné jsou sekvenovany pomoci (CEQ™ DTCS, Beckman Coulter).

3.3. Izolace celkové RNA z rostlinnych bunék pomoci RNeasy Plant Mini Kit — QIAGEN

Vzorky odebereme do tekutého dusiku a skladujeme se pri -80°C

1.

10.

11.

12.

50 - 100 mg odebraného rostlinného materialu rozdrtime za soucasného chlazeni
v tekutém dusiku

Thned pfidame 450 ul pufru RLT, 2 min. inkubujeme pfi 56°C

. Lyzat pteneseme na drtici kolonky, a centrifugujeme 2 min/14000 rpm, prenést

supernatant filtratu do nové eppendorfky

Piidame 0,5 objemu 100% ethanolu a okamzZité pipetovanim promichame, pfelijeme na
rizovou kolonku, centrifugujeme 15 s / 10000 rpm, filtrat slijeme

. Ptidame 350 ul RW1, a centrifugujeme 15 s/ 10000 rpm, filtrat slijeme

Piidame 10 pl DNazy do 70 ul RDD puftu, pfevracenim opatrné zamichame

Piendame na kolonku, a nechime inkubovat 15 min.

Ptidame 350 pl RW1, a centrifugujeme 15 s/ 10000 rpm, filtrat slijeme

Ptendame kolonku do nové eppendorfky, pfidame 500 pl RPE puftu, a centrifugujeme 15
/ 10000 rpm, filtrat slijeme

Piidame 500 pl RPE pufru, a centrifugujeme 2 min / 10000 rpm, filtrat slijeme

Kolonku ptendame do nové eppendorfky, starou s filtratem vyhodime, a centrifugujeme 1
min / 14000 rpm

Kolonky s navazanou RNA dame do novych 1,5 ml eppendorfek, a pfidame 50 pl RNase-
free vody, inkubujeme 1 min., centrifugujeme 1 min / 8000 rpm
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3.4. Izolace mRNA pomoci Oligotex mRNA kit — QIAGEN

1. K50 ul RNA ptidame 200 pl vody, 250 ul OBB pufru a 15 pl Oligotex suspenze, a
promichame pipetovanim

2. Inkubovat 3 min. pii 70°C

3. Poté inkubujeme 20 min. pfi pokojové teploté

4. Centrifugujeme 2 min / 14000 rpm, a opatrné odpipetovat supernatant

5. Pelet resuspendujeme ve 400 pl pufru OW2 pipetovanim, a pieneseme na kolonku,
centrifugovat 1 min / 14000 kolonky dame do novych 1,5 ml eppendorfek, a ptidame 400
ul pufru OW2, slijeme filtrat

6. Kolonky dame do novych 1,5 ml eppendorfek, pfidat 2 x 20 ul horkého OEB pufru
(70°C), 3-4 x promichame pipetovanim, a centrifugujeme 1 min/ 14000 rpm

3.5. Reverzni transkripce (Omniscript Reverse Transcription — QIAGEN)

Rozpis reakce na 1 vzorek:

10 x RT pufr 2,0 ul
dNTPs 2,0 ul
oligo d(T)1s (10pM) 20u
inhibitor RNazy (10 U/pl 1,0 pl
rev. transkriptiaza 1,0 ul
mRNA 12,0 ul

Reakce probiha 2 h v termostatu pii 37°C.
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3.6. RT - PCR

Rozpis reakce na 1 vzorek:

cDNA 25w
dNTP’s 2,5ul
pufr 2,0ul
primer (forward + reverse) 0,25 ul +25 ul
H,0 17 ul

Reakce probiha v termocycleru.

Cyklus:

42 x 94°C/30s (deneturace)
45°C/30s (annealing
72°C / 1 min. (elongace)

720 5 min.

Ligace PCR produktu do vektoru

3.7. Klonovani — pomoci QIAGEN PCR Cloning Kit

1. den

a, priprava liga¢ni smési

1, Na ledu nechame rozmrznout 2 x Ligation Master Mix, pDrive cloning vector DNA, a PCR
Produkt

2, Slozena liga¢ni reakce

pDrive Cloning Vector (50 ng/ ul) 0,5 ul
PCR produkt 2,0 ul
Ligation Master Mix 2x 2,5l
Celkovy objem Sul
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3. Reakéni smés jemné& promichame a inkubujeme 30minut v lednicce (4 — 16°C)

Klonovaci reakce pro vétsi PCR produkty
1. 1 pl Salt Solution + 1pl vektoru + 3 pl PCR.
2. 30 minut nechat stat pii pokojové teploté.
3. pridat 1 ampulku kompetentnich bunék E.c.

b, Transformace

1, Na ledu si nechame rozehtat kompletni QTAGEN EZ buiiky, a pfi pokojové teploté
nechame temperovat SOC médium

2, 5 ul liga¢ni smési pridam k 17 pl kompletni QITAGEN EZ bunek, jemné pomichame
§pickou, a nechame 5 minut inkubovat na ledu

3, Po prob&hlé inkubaci, provedeme tepelny ok v termocycleru 42° C /30s

4, Inkubujeme 2 minuty na ledu

5, Pfidame 150 pl SOC a inkubujeme v tfepagce pfi 37°C / 200 rpm, po dobu 15 minut

6, Na Petriho misky s pevnym LB médiem rozetfeme 10 ul IPTG, a 40 ul X - galu a nechame
v temnu vytemperovat na 37 °C, (koncentrace AMP 1g/10 ml H;0)

7, Reakci pieneseme na misky a rozetfeme sterilni hokejkou

8, Misky nechame kultivovat v temnu, pii 37 °C, asi 16 hodin

2. den

Oc¢ckovani E. coli do tekutého média

1, do 3 ml LB média s 12 pl AMP (koncentrace 150 mg/10 ml H;0), vypichneme a
zaotkujeme 2 bilé kolonie z Petriho misek (obsahuji plazmid s produktem)

2, kultivujeme 16 hodin pii 37° C
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3. den

Izolace plazmidii — pomoci MACHEREY-NAGEL (NucleoSpin Plasmid QuickPure)

1, kultivace a vytézek bakterialnich bunék

- 1 — 3 ml bun&&né suspenze E.coli v LB médiu, pfendame do 1, 5 pl eppendorfek a stocime
30 s/ 11000 rpm, slijeme a pelet pievrstvime zbytkem suspenze ze zkumavky a stocime 30

s / 11000, slijeme

2, bunééna lyze

- pelet prevrstvime 250 pl pufru A1, a pipetou resuspendujeme, pfidame 250 pl pufru A2, 6 —
8 x pomalu pfevratime a nechame inkubovat 5 minut pfi pokojové teplot€, pfidame 300 ul
pufru A3, a 6 — 8 x pomalu pfevratime

3, Cisténi lyzatu
- suspenzi centrifugujeme 10 min / 12000 rpm, pfi pokojové teploté

4, navazani DNA
- do novych originalnich eppendorfek vlozime filtr,a nalijeme supernatant z kroku 3,
centrifugujeme 1 min / 11000 rpm, slijeme filtrat

5, promyvani silica membrany
- filtr vlozime zpét do eppendorfky, a ptidame 450 ul pufru AQ, centrifugujeme 3 min /
11000 rpm, slijeme filtrat

6, suseni silica membrany
- filtr vlozime zpét do eppendorfky, a centrifugujeme 1 min/ 12000 rpm

7, eluce Cisté DNA
- filtr vloZime do nové eppendorfky, a ptilijeme 450 ul pufru AE, inkubujeme 1 min, pfi
pokojové teploté 1 min/ 11000 rpm

3.8. Restrik¢ni $tépeni pomoci Eco RI

Rozpis reakce na 1 vzorek:

pufr Eco RI 1,0 ul
polymeraza Eco RI 1,0 ul
plazmid 3,0 ul
celkovy objem reakce 50u

- reakce probiha 2 hodiny pii 37 °C v termostatu
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3.9. Elektroforeticka separace

Slozeni 1,5 % gelu (rozpis na 100 ml):

5 x TBE (Tris 54 g, k. borita 27,5 g, 0.5 M | 20 ml
EDTA 20 ml, pH = 8, 0)

destilovana voda 80 ml
agaro6za 3g
celkovy objem 100 ml

- gel rozvatime v Erlenmayerové batice, a po zchlazeni pfidame 2 ul EtBr (etidium bromid)

- nalijeme na vanu s hfebinky

- po ztuhnuti, pipetujeme do sloti reakci smichanou s 2 pl nanaseciho pufru

- elektroforeticka separace 2 hodiny pfi 90 V

3.10. Sekvenaéni reakce (CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit —

Beckman Coulter)

DTCS Quick Start Master Mix 8,0 ul

1,6 pM primer (M13 reverse, T7) 2,0 ul

325 ng plazmidové DNA (do 5 kbp) 0,5-10,0 pl
dH,O (doplnit na objem 20 pl) 0-9,5 ul

Denaturace plazmidu pfed piidanim do reakce:

Cyklus: 96°C 20s  denaturace
50°C 20s  annealing
60°C 4 min. elongace

30 cykla

3.11. Precisténi sekvenacni reakce

86°C 5 min., 20°C 1 min.

1. Pfipravime si Cerstvy roztok stop pufru pfed kazdym pfeCisténim, sloZeni na jednu
reakci: 2 pl 100mM EDTA, 2 ul 3M octanu sodného (pH 5,2), 1 ul glykogenu; smés

promichat a piidat ke kazdé reakce 5 pl

14000 rpm a pii14°C

ptridame 60 ul chlazeného 96% ethanolu
centrifugace po dobu 15 min pfi 14000 rpm a pii 4°C
pipetou odsajeme supernatant a pfidame 200 pl chlazeného 70% ethanolu, 5 min pfi

pipetou odsajeme supernatant a pelet nechat uschnout na vzduchu.

28




4. VYSLEDKY

Analyzovano bylo celkem 39 rostlin F2 generace, pochazejicich z kiizeni kontrastnich
linii v obsahu k. linolenové, linie BN-08 s obsahem 18:3 9,38% a linie OP 1006 s obsahem
2.37 %. U obou rodiCovskych linii a rostliny z F1 populace byl proveden skrining 52 primert
ve snaze nalézt vhodny primer poskytujici nejlépe kodominantni RAPD markery (obr. 2). Na
zakladé skriningu byla provedena RAPD analyza s osmi vybranymi primery (OPR 12, OPS
1, OPB 9, OPA 7, OPB15, OPB12, OPK 1 a 25 (Tanhuanpad et al., 1995; Somers et al.,
1998). Po RAPD analyze bylo vytipovano celkem 5 pruhti segregujicich s nizkym obsahem
k linoleové a 4 pruhy pro vysoky obsah k. linolenove. Obsah kyseliny linolenové stanoveny
pomoci plynové chromatografie, bohuzel nebyl pfili§ kontrastni, pro hodnoceni byly
vytvofeny dvé skupiny: 3 rostliny s nizkym obsahem (4,68% a méng), a 15 rostlin s vysokym
obsahem (6% a vyse). Svysokym obsahem k. linolenové nejlépe koreloval marker
amplifikovany s primerem B12, ktery oznatoval 60% rostlin s vysokym obsahem a 33%
rostlin s nizkym obsahem. Nizky obsah zase nejlépe koreloval s RAPD markerem primeru
B15 (obr. 3), ktery oznaSoval 33% rostlin s nizkym obsahem a 7% rostlin s vysokym

obsahem.

Obr. 2. Ukizka skriningu RAPD primerii.

OPB 6 OPB 18 OPB 10 oPC 1 M OPC 7 OPC 4 OPC 9

OP 1006 OP F1 OP 1006 A OP F1 OP 1006 OP F1 OP 1006 OP F1 “OFWODS OP F1 OP1006 OP F1 OP 1006 OP F1
BN-08 BN-08 BN-08 BN-08 : BN-08

... BNOB BN-08

OPC 15 OPD 8 OPD 20 OPE 9 M OPG 16 OPH 12 OPH 11

IOP 1006 OP F1 OP1006 OP F1 OP 1006 OP F1 6 OP 1006 OP F1 OP1006 OP F1 OP 1006 OP F1

BN-08 BN-08 BN-08 BN-08 BN-08 BN-08
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Obr. 3. RAPD s primerem B1S. Sipka oznatuje vzorky, kde neni dvojpruh stejné jako u
linie s nizkym obsahem OP 1006

oOP OP F1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ™M 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1006 BN-08 -

B e

21 22 23 24 25 26 28 29 30 31 3233“3438394041434445464849

S35 EESE S-SR -EEESESEEEC

E— T W s o Winite - o R e -
e P LSRR £ R s g 83,

Pro vytvoieni specifického markeru byl analyzovan gen fad 3. Z linii OP 1006 a BN-08 byla
izolovana celkova RNA., ze které byla reverzni transkripci ziskana cDNA. Po elektroforetické
separaci na agar6zovém gelu byl u obou linii vyrazny pruh o velikosti 650 bp. Tento fragment
byl u obou linii vyfiznut z gelu a sekvenovan. Ziskané sekvence cDNA genu fad 3 byly
vyhodnoceny v programu Bioedit. Po srovnani s databazi NCBI byl identifikovan gen fad 3
pochazejici ze fepky. Po srovnani obou sekvenci byly zjistény 2 jednorazové zmény (obr. 4.).
Jedna ztéchto mutaci nezpuisobovala zadnou zménu v aminokyselinovych sekvencich a
v druhé bylo zjisténo rozpoznavaci misto pro enzym BsaXI, avsak po provedené PCR-RFLP

analyze nebyl zjistén mezi obéma liniemi rozdil.
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Obr. 4. Sekvence nukleotidii genu fad 3. Sekvenovany byla cDNA genu fad 3 u linii OP
1006 a kontrolni linie BN-08.
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S. DISKUSE

Pro analyzu snizeného obsahu kyseliny linolenové v segregujici populaci po kfizeni byly
pouzité RAPD markery pliblikované ve védeckych Casopisech. BohuZel na pouZitém
Slechtitelském materialu RAPD markery piili§ s obsahem k linolenové nekorelovaly, coz
mohlo bat zptisobeno jinym genetickym pozadim pouzitého materialu. Stanoveny obsah kys.
linolenové nebyl pfili§ kontrastni , coz mohlo byt ovlivnéno vnéjsim prostfedim,

Enzymaticka aktivita desaturazy fad 2 v semenech je ovliviiovana vysokou teplotou
dvéma riiznymi mechanismy s riznym G¢inkem. Dlouhodoby pfimy ucinek je spojen s nizkou
termalni stabilitou enzymu, ktera vede k tepelné denaturaci enzymu. Tim je snizena aktivita
enzymu a snizi se i obsah k. linolové a s nim také k. linolenové. Kratkodoby nepfimy ucinek
je spojen se snizenou dostupnosti O, ktera reverzibilné inaktivuje enzym, snizi se jeho
aktivita a nasledné obsah k. linolové (Martinez-Rivas et al., 2004).

Vliv nizkych teplot na obsah nenasycenych MK byl podrobné studovan u ptimofské travy
Paspalum vaginatum. Obsah kyseliny linolové se vyrazné zvySoval v priibéhu plisobeni
nizkych teplot. Tolerance k chladu koreluje se stupném nasyceni MK v membran€.
Nenasycené MK nejspiSe pomahaji membranam udrzet polotekuty stav nutny pro biologickou
funkci (Cyril et al., 2002).

Kyselina linolenova hraje nezbytnou tlohu ve fotosyntéze a kolisani jeji koncentrace
v rozmezi od 6 az 12% je vétSinou zpusobeno faktory prostiedi (Thies, 1971). Piesné
vymezené mnozstvi nenasycenych MK je vyzadovano pro fotosyntetickou termostabilitu pii
zvysené teploté. Zmény ve slozeni MK membrany zapfi¢inéné teplotou jsou regulovany tak,
aby dosahly velmi podobné urovné nasyceni navzdory mutacim, které slozeni MK narusily
(Falkone, 2004).

Z uvedenych udajl vyplyva, Ze obsah nenasycenych MK je v ur€itém rozmezi variabilni
v zavislosti na tepelnych podminkach, protoZe plni dilezité biologické funkce v rostliné€.

V potencialni odriidé se snizenym obsahem k. linolenové by se tento obsah mél také ménit,

ale nemél by se vyrazné zvysit na hodnoty, které jsou v béznych odriidach.
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6. ZAVER

K RAPD analyze bylo celkem pouzito 8 vybranych primert, pro hodnoceni 39 rostlin
rostlin F2 populace. Vybrané RAPD markery nekorelovaly dostaten& s rozlisnym obsahem
kyseliny linolenové. Jako efektivngj§i metoda markerovani tohoto znaku bylo zvoleno cilové
vyhledavani mutovanych alel fad geni. Ziskany byly sekvence fad 3 genu dvou linii,
s nizkym a vysokym obsahem kyseliny linolenové. Obé& sekvence se sice lisily ve dvou
jednonukleotidovych mutacich, ale nebylo prokazano, ze by se jednalo dvé rizné alely, z niz
jedna by byla pfitinou snizeného obsahu kyseliny linolenové. Nicmén€ mohou slouzit jako
podklad pro hledani odlisnych sekvenci s mutacemi. Bylo by vhodné sekvenovat jesté vice

klont fad 3 k nalezeni odli$né alely.
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8. Pouzité zkratky

AFLP

Al

AK
AMP
ATB

bp
CMS
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
dNTPs
ddNTPs
DNA
EDTA
Elfo
Etbr

ER

F1 hybrid

GMS
GSL
IPTG
Kb
KE
MK
MSL
PAGE
PCR

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentti, Amplified Fragment
Length Polymorphism

autoinkompatibilita, autoinkompatibilni reakce

autokompatibilita, autokompatibilni reakce

adenosinmonofosfat

antibiotika

pary bazi, base pairs

cytoplasmatické forma saméi sterility, (cytoplazmatic male sterility)
deoxyadinintrifosfat

deoxycytosintrifosfat

deoxyguanidintrifosfat

deoxythymintrifosfat

deoxyribonukleotidtrifosfaty

dideoxynukleotid trifosfaty

kyselina deoxyribonukleova

kyselina ethyléndiamintetraoctova

elektroforéza

ethidium bromid

endoplazmatické retikulum

hybrid vznikajici v prvni filidlni generaci, u n&hoz dochazi k nejvetsimu
projevu heterdzniho efektu

jaderna samdi sterilita

glukosinulaty

izopropyl-B-D-tiogalaktozidaza

kilobaze

kyselina erukova

mastna kyselina

Male Sterility Lembke

polyakrylamidovy gel

polymerazova fetézova reakce - Polymerase Chain Reaction
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PCR-RFLP

RAPD

RFLP

+RH

SPLAT

Taq
Tris
X-Gal
VNTR

polymorfismus délky restrikénich fragmentd u produkti PCR = CAPS
(Cleaved amplified polymorphic sequences)

polymorfismus ndhodné amplifikované DNA - Randomly Amplified
Polymorphic DNA

polymorfismus délky restrikénich fragmentii - Restriction Fragment Length
Polymorphism

restaurovany hybrid

kyselina ribonukleova

amplifikace specifickych polymorfnich lokusi - Specific Polymorphic Locus
Amplification Test)

termofilni polymeraza izolovana z bakterie Thermophylus aquaticus
tris(hydroxymethyl)aminometan

X - Gel

variabilata po¢tu tandemovych repetic - Variability of Number Lenght

Polymorphism
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