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Uvod

Pavodni vyskyt fepky olejné Brassica napusL. var. napug je vazan na
Sttedomdi, kde se vyskytovaly i brukev zelnBr@ssica oleraced..) aiepice olejna
(Brassica campestrik.). Repka olejné je amfiallotetraploid s 38 chromozonweaikla
kiizenim uvedenych dvou drluts diploidnim pétem chromozorin Repka jefazena
mezi brukvovité rostliny, dneSni adty jsou fakultativi cizospradné, cizospraseni se
podili ze 30 — 40%, je hmyzosnubna, plod&pky je dvotiada SeSule, ktera obsahuje
15 — 20 semerRepka ma flovity koifen a rozsahlou Kenovou soustavu.

NejvyznamijSim produktemiepky je fepkovy olej a ztuzenyepkovy tuk.
Repka se pouZiva pro vyrobu dlej oleochemii, dale pro vyrobu bionafty, vyuZiva se
v krmivéastvi po extrakci oleje na pokrutiny a extrahovarodys

Slech&énim se podalo, Ze sefepka dokazala #adit mezi rostliny produkujici
kvalitni potravinéské oleje a zsmla konkurovat ol&m slun€nicovym, palmovym a
sojovym. SniZzenim obsahu sirnych slenin — glukosinoldt — (GSL) se umoznilo
vyuzit zbytky v Ziv@iSné vyrol¥ po extrahovani oleje. Obsah glukosinblate také
souvisi s tim, Zéepka je rostlina, ktera je diky tomu rezistentridpcikim (Haltica
oleraccg, nosatém (Ceutorhynchus assimi)iskrytonosém a mnoha dalSim &kcim.
Vzrostly také vynosové schopnosti vysSlechin novych odid, které se blizily
v pokusnych podminkach na produkci 8 t semen, edZ {j oleje z 1 ha. Olejnatost je
nejmért 42%. DalSi zlepSeni nastalo s vyuZzitim heterozefie&tu u hybridnich odd,
ale zde zase dosSlo ke zvySeni obsahu glukosinglagbrovnani s liniovymi odidami.
Nicmérg limit nebyl prekrosen. Plocha, na které se nynispuje fepka je Ceské
republice dnes asi 300 tis. ha #egpoklada se zvySeni, pokud byispka gstovala
zejména pro bioethanol.

Slech&nim tepky olejné se Ceské republice zabyva VURV v Praze Ruzyni,
Vyzkumny ustav olejnin v Opava jeSt nekolik dalSich Slechtitelskych stanic. Viceleté
vysledky ukéazaly, Zeipdevsim hybridni oddy poskytuji jen o 3 az 4 procenta vysSi
vynosy nez liniové odidy pii stejné gstitelské technologii. Jako nejspolekii&i se
ukazalo gstovat odiéidy, které vykazuji vynosovou stabilitu #znych r@nicich. Jsou
to nag. Ontario, Jesper, Navajo, novCalifornium, z hybrid Vectra. Ri tvorb¢

hybridnich odéid dochazi k produkci osiva z kontrolovanéhk@&ni dvou komponent.
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VeSkeré potomstvo takovéhotdizeni je heterozygotni. Hybridni Sle¢ht je tim
vyhodrgjsi, ¢im je vySSi heteroze &im je WtSi hodnota specifické kombira
schopnosti ve Slechtitelském materialu. Heterozbigdéogicky jev zvySené vitality a
produktivity F generace po #Keni geneticky rozdilnych genotypnebo linii.
PoZzadavkem je vSak existence hybridniho mechanigpoestupu, ktery vede ke
kontrolované hybridizaci matekého a otcovského materidlu a zisku hybridniheeaosi
Slechtitelské firmy si stanovily&kolik cila: PouZit nové metody k testovani kvality
semeniepky, ziskat vychozi materialy odolné&cvchorobam, abiotickym podminkam,
zrychlit dobu tvorby linii a hybridl na bazi cytoplazmatické samsterility, odvodit
DNA markery pro selekci vychozich Slechtitelskyctateriali.Molekularni markery
jsou vyuzivany p sledovani gein ve Slechtitelském procesu, pomoci nich se daji
detekovat rozdily mezi analyzovanymi druhy., jsaloZeny na polymorfismu sekvenci
DNA. Vyhodou molekularnich markérje moznost rychlého testovani rozsahlého
materialu, moznost sledovanit§iho pé&tu pozadovanych znéak

Cilem moji diplomové prace bylo vyuziti metody PGRRFLP pro detekci
S — haplotyp (kombinace alel vSech g&ndefinujici specifitu autoinkompatibilni
reakce uepky) a fiznych alel gen®LG Il Tento gen se podili na autoinkompatibilni
reakci uiepky. Autoinkompatibilita znamena, Ze se znemopyianmi rostliny vlastnim
pylem. Tyto autoinkompatibilni linie siznym S — haplotypem jsou vyuZivany pro
vySSi vynosy hybridnfepky i v polnich podminkach. Molekularni analyzy tophly
napomoci identifikaci autoinkompatibilnich genolyfepky, k identifikaci jednotlivych
S — haplotyp jsou vyuzivany pr&/SLGgeny.
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Literarni p fehled

Vznik Fepky

Repka (Brassica napus) je alotetraploid, ktery Mzpi&x spontannim izeni
B. rapa (genom A) aB. oleracea(genom C). Genoniiepky je tedy sloZeny s obou
téchto genori a fepka ma genom AACQRepka je autofertilni, i kdyZ je odvozena
z diploidnich inkompatibilnich drdh (je znemozZ#no opyleni vlastnim pylem).
Pricinou autofertility fepky mohou byt defektni alely S — lokusu v genomu @ (U
1935).

Brassica rapa (syn. Campestris) Brassica oleracea
2n =20, aa 2n =18, cc
inkompatibilni inkompatibilni

Brassica napus
2n = 38, aacc
kompatibilni

Predpokladané schéma vzniku druhu Brassica napu983)1

Slecht éni Fepky

Slechéni tepky mé dlouhou tradici, zpatku se vychéazelo z krajovych édr U
fepky jsou Sleckny odimdy typu syntetickych populaci, agty typu linie, hybridni
odnidy, transgenni odd a hybridni transgenni adty.

Cilem Slechtni je vysoky vynos oleje s olejnatosti vice nez 458lbsahu
bilkovin vice nez 25%, kyseliny linolové 25%, kyisgl linolenové maximalé 5%.
Kyselina erukova by se neéia vyskytovat wibec, pokud by produkty byly éené pro
lidskou vyzivu. Obsah glukosinota{GSL) by n&l byt max. 0,6%, nizky by &h byt i
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obsah vlakniny. Kvalitu oleje Ize kontrolovat genky (Chloupek 1995). Na

nésledujicim schematu je znazara biosyntézy mastnych kyselin.

Desaturace

v

C; pool

v

palmitova
(16:0)

y

HEPVE stearova olejova linolova linolenova
uhlikatéhoretzce (180) —> (181) —» (182) —>  (183)

Prodluzovani

eikosenova
(20:1)

erukova
(22:1)

(Cramer 1990)

Kazdy krok je kontrolovan enzymaticky a tudiz ngécky a Ize jej manit. Takto
byly Slech&ény bezerukové oddy s vysSim podilem kyseliny olejové pro potravata
a vysokoerukové oddy pro pamysl. Slechini na nizky obsah kyseliny erukové je
kontrolovano déma lokusy se dima alelami. Glukosinolaty (GSL) snizuji krmnou
hodnotu, protoZe se enzymem myrosinazou rozkladathiokyanaty. Slectni je zde
kontrolovany gkolika lokusy a ma nizkou heritabilitu.

Uspsdna odiida by ngla rychle vytvdit listovou rizici po vzejiti, mit kratkou
ztlustlou lodyhu a hluboce zadamit, nEla by intenzivie kvést a zajistit rovnogmné
dozravani (Downey a kol. 1987).

U hybridnich oditd se vyuzival heter6zni efekt po spraseni ciziremylkdy se
heterézniho efektu docilovalo @itspol&nym vysévanim dvouiznych odéd s dobrou
vzajemnou specifickou kombitai schopnosti, nebo se vysévalo uz vigve hybridni

0Sivo.

Slechtitelské cile
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Slechtitelské cile saiuji ke Slech¥ni zejména na:

VYNOS

Kazdy z aspekit vynosu je ovladan &kolika geny. Budeme — Ii chtit ovlivnit
vynos, budeme muset rekombinovat velmi velkyggioger a lze pedpokladat, Ze
zlepSeni vynosu bude dosazembinymi znovuusp@danimi get. Lze toho dosahnout
spiSe konvetmim Slechtnim nez penosem jednotlivych géngenovym inZenyrstvim
(Gerats a kol. 1993).

JAKOSTNI UKAZATELE

Obsah oleje, z#my v zastoupeni kyselin linolové a linolenové, rizkbsah
glukosinolati, vlakniny a bilkovin, délku vegetai doby, zimuvzdornost, odolnost
k chorobam a Sldcim.

Slech&ni fepky pro krmné &ely, Slechéni fepky z hlediska obsahu latek
v semeni. B volb¢ odridy je poteba brat v ivahu hledisko, jak vysokou kvalitu ®lej
dostaneme a jak débd prodame extrahovany Srot, jak bude dlouha veéget@oba,
schopnost fezimovat. Je nutné proto rgovat jen jednu oddu, ale vice siznou
délkou vegeténi doby (Rod 1982).

Typy Fepky

,EG“ (++) Repky erukové, tlve psstované, obsah kyseliny erukové (cca 50%) a
s vysokym obsahem glukosinalatDnes uz jen jako plevel, nebo pro
pramyslove vyuZziti.

,O" Repka, snizeny obsah kyseliny erukové (do 5%), wysabsah
glukosinolati. Objevuje se jako plevel na polich.

,00" Snizeny obsah kyseliny erukové (do 2%), snyZzebsah glukosinolét
(pod 30 mikromal/gram semene).

,000" Repka se snizenym obsahem vlakniny na cca 6%, §iteka kvalita jako
,00" odrida. Vyzn&uje se svtlym osemenim.

,EG" (+O) Repka, vysoky obsah kyseliny erukové cca 50%, sgiZzebsah
glukosinolati pod 30 mikromal/gram semene. Dnes se vyuZiva pro

pramyslove vyuZziti.
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(Divis a kol. 2000)

Systémy zabra nujici opylovani
Je rékolik systému, které zahtfaji samospraseriepky. Jaderna satnsterilita

(GMS), cytoplazmaticka forma sairsterility (CMS), geno¥ — cytoplazmaticka forma
pylové sterility a inkompatibility (Oni@j, Drobnik 2002).

Jaderna sam ¢i sterilita

Je mechanismus, ktery unioge fizené spraseni, nebo — li genetickou kastraci.
Jaderna sad sterilita jefizena jadernymi geny, je recesivni a sporofytickipu. Po
zkiizeni pyloe sterilnich dominantnich homozygots recesivnimi homozygoty
vznikaji pylow sterilni heterozygoti. +#generace musi byt tglrfertilni, proto musi
jeden z nich obsahovat gen pro obnovu fertility ¢f@j Drobnik 2002).

Typy jaderné sam &i sterility

PYLOVA STERILITA

Zpusobuje aborci pylu.

TYCINKOVA STERILITA

Brani gemen¢ v pestiky nebo Zjsobuje nefitomnost tginek.
FUNKCNI STERILITA

Zpusobuje neschopnost prasiibtevirat se a uvabvat pyl.

ASYNAPTICKA , DESYNAPTICKA STERILITA

Zpusobuje neschopnost net@st&nou neschopnost synapse chromozanmeioze.

Transgenni pylova sterilita

Pylova sterilita podmima transgenozi je navozena pomoci genového
inZenyrstvi, a to vnesenim transgenu. Jeji mechausisspoiva ve vyuziti kodujici
sekvence pro barnazu, kterdijeend promotorem specifickym pro ity prasnik
vystlané vrstvou bufk tapeta. Pylové maitské buiky obklopuje pylovy véek tapetum,
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ktery v piibéhu vyvoje pylovych zrn podléha degradaci. To maasledek degeneraci
pylovych zrn, to je podstatou pylové sterility. Bioy produkované hikami tapeta
napomahaji vyvoji pylu, nebo se stavaji komponemjSich sén pylovych zrn. Byl
zvolen promotor (TA29) gen pro barnazu, vytvaplnou pylovou sterilitu rostliny. V
piisti generaci rizeme sterilitu odstranit, ale druhy z rédimusi byt homozygotni pro
transgen, ktery koduje protein barstar se stejnyomptorem jako barndza, nebo
inhibuje barnazu (Kas a kol. 2004).

Genov é — cytoplazmaticka sterilita

Geno¥ — cytoplazmaticka pylova sterilita je podria &inkem specifickych
jadernych getn (rfrf) ptitomnych v ,S“(steriinim) typu cytoplazmy. Je
nejvyuzivarjSim typem pylové sterility. Nefive se vytvei tzv. sterilni analog
opylovanim pylem otcovskeé linie. Vytieny hybrid je sterilni, musime jej stabilizovat
zpstnym kiizenim. Mizeme takto ziskat sterilni analog jakékoliv feftlinie, protoze
cytoplazmaticka pylova sterilita ségmasi cytoplazmou po matce.

1.rok (Ast X B) bez kastrace, g&x Dry) s kastraci,

2.10k (A X B}t X (CD)gt,

3.rok ABCD fertilni.

Index st znéi pylovou sterilitu a RF obnovitele pylové fertflifrestorer of fertility). Jde
o jednoduchy gen obnovuijici fertilitu u sterilntgoplazmy. Je dominantni (Chloupek
1995).

Cytoplazmaticka sterilita

Cytoplazmaticka pylova sterilita se vyskytuje velrmacre. Kontroluji ji faktory
piitomné v cytoplazi které maji zaklad v mitochndrialni DNA.

U repky se vyskytuje 7 drdhCMS, nejznamgsi jsou 4 typy, které majitgpod
ve vnitrodruhovém, mezidruhovéniikeni, nebo ve spontanni mutaci.

» CMS ogu — pochazi z japonskeikveRaphanus sativus
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Po grenosu jadra druhB. oleraceado cytoplazmy druh®aphanus sativydyla
tato sterilita vnesena depky mezirodovym kzZenim. Problémem praktického
vyuZzivani SMS jsou vhodni udrzovatelé sterilitytmovitelé fertility s Rf geny.

e CMS jun — pochazi zofld druhu Brassica juncea ma vysokou stabilitu
S moznosti obnovy fertility.

e CMS nap — pochazi zieni odiid ozimé a jarnitepky s polskou oddou
.Bronovski“. Pylovou sterilitu kontroluji dva jadeé geny (drfy, rforf,). Tento
nestaly systém podléha Wim vzduchu a teploty. Poprvé ho popsal Thompson
roku 1972. Shiga a Obkava objevili stejny typ.

e CMS pol — byl objeven v populaci jarniepky ,Polima“, je geneticky
podmirény genotypem rfrf. Jsou znamy i obnovitelé s Rfygele méa stabilni
(Ogura 1968).

Autoinkompatibilita (Al) u  Fepky

Autoinkompatibilita znamena neschopnost pylové ggnoplodnit matiskou
gametu téhoz jedince, self — incompatibility. Jdéipinou inhibici pylové l&ky pri
samoopyleni. Aktivni glykoproteiny, které jsou navichu blizny zastavitst pylové
lacky u vlastniho pylu. Cizi pyl fiZe st dal (Graman a kol. 1999).

Brassica rapai Brassica oleraceaz €chto drulii vznikla kulturnitepka a tyto
druhy jsou pirozere inkompatibilni. Sotasné odidy fepky maji diky Sleckhi a
vybéru ve svém genomu nefuitki alely pro Al. Vyskyt Al rostlin u satasnych odid
je okolo 0,1% (Kdera a kol. 1995).

Autoinkompatibilita je jednim ze systémak se rostlina &nné brani oplozeni
vlastnim pylem. Chrani se takega imbreedni depresi, ktera vznikriegamospraseni a
pii opakujicim se imbreedingu (samosprasSeni nebo eapyMlastnimi jedinci).
Autoinkompatibilita je kontrolovana sérii S — alekojevujici se interakci v blizna
pylu, to znamena, zZe pylihe profistat jedir tehdy, jsou — li S — alely én¢lce a pylu
raizné (Sobotka 2001).

Ziskat Al liniefepky by se mohlo provétpomoci selekce ze starych adra
kiizeni tchto linii se sotasnymi odédami. Jsou zde problémy s vnesenim

nezadoucich znd@ka tim snizeni kvalityfedpoklada se vazba gemodpowdnych za
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Al s geny pro zvySeny obsah GLS (@#ua a kol. 1995). Pro heterozni Slécite nutné
vylou¢it samospraseni uviitlinii. Bud® sangi sterilitou, nebo autoinkompatibilitou
(Cramer 1990).

Gen SLG ktery se nachazi na S - lokusu se ukazal byt mhaadké pro
markerovani autoinkompatibility. Jeho funkce ¢a$éni fesré znama, ale f@dpoklada
se, Zze ma pomocnou ulohti prabéhu Al reakce (Luu a kol. 1999odili se na pylové
adhezi, je dlezity ve stabilizaci gen®RKa posiluje difazi pylového faktoru do blizny
(Schopfer a kol. 1999). Mohl by také podporovaitcpsorozpoznarBCRnebo tento gen
transportovat k cytoplazmatické memhrgmakasaki a kol. 2000). GEBLG ma velice
podobnou nukleotidovou sekvenci jako g&RRK(Takasaki a kol. 2000).

Na S — lokusu jsou jeStdalSi geny, které se podileji na autoinkompatibiln
reakci (Sakova a kol. 2002). Jsou to vysoce plymagény:

* GenSLG(S - lokus glycoprotein) (Nasrallah a kol. 1991).

e GenSRK(S - locus receptor kinase) kéduje transmembraroejein. Je to
klicovy gen pro rozpoznavaci reakci a Al odpdvExprimuje se v bliz&

» GenSCRje exprimovan pouze v prasnicich. Vytv@arotein, ktery je povazovan
za sanii determinant Al a produkuji ho bky tapeta. Vaze se na protein (PCP —
pollen coat proteinsLGgenu a je lokalizovan mezi ge®).Ga SRKS — locus
cystein rich protein) (Ginova 2006).

Charakteristika SLG genu

SLG byl intenzivré studovanym proteinem v autoinkompatibilni reakcle se
mu takeé pikladala velka uloha. V polovindevadesatych let toto bylo zpocliglhvano,
kdyz se objevily Al linie, které produkovaly normélmnozstviSLG (Gaude a kol.
1995). Posledni vysledky jeéSstale nedokazaly objasnit uplpresnou funkciSLG
(Sobotka 2001).

SLG(S - locus glykoprotein) se sestava ze dvianych gei SLGAa SLGB(Cabrillac
1999). Tento gen je dlouhy asi 1,3 kb a kéduje ghybtein, ktery je sekretovan do
burééné stny burtk na povrchu blizny (Kusaba a kol. 1998LG geny jsou si
sekveriné podobné, a proto byly rozkkny do dvouitid. Tyto d\ téidy jsou si podobné
jen ze 65% v sekvenci AMK (Chen 1990). Vramci loéyppu je genSLG vice
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sekverin¢ pribuzrgjsi S — domét genuSRKnez jakakoliv jina alela genbLG (Stein a
kol. 1991). Tento genovy par se podili na rozpozsantiho determinantu a s timto
souvisi prav ta sekvedtini podobnost. Zjistilo se, Ze aminokyselinové sekee S—
doménySRKjsou vysoce konzervativni v ramechto linii a sekvenc8LGse od sebe
liSi mohem vice (Kubasa a kol. 2000). Dosud v3edtegtifikovanéSLGgeny II. tidy
pochazeji z recesivnich haplotyp vSechnysLGgeny tidy | jsou dominantni (Okazaki
a kol. 1999).

Molekularni markery ve Slecht éni repky

Geneticky marker nebo — i signalni gen je @éema pro znak, ktery ma jasny
fenotypovy projev a je jednoduseéditné zaloZzen. Musi byt zabezfEno spojeni tohoto
znaku genovou vazbou s jinymi kvalitativnimi nebwaktitativnimi znaky Curn,
Sakova, 1996). Molekularni markeryredstavuji markery na uarovni DNA. Jsou
zaloZzeny na polymorfismu DNA. Umbdji jednoduSe wovat odliSnosti v primarni
genetické informaci, kterou DNA nese (Graman a K99). Nejvice pouzivané

markery jsou:
RFLP, PCR, PCR — RFLP, RAPD, AFLP, SPLAT, MAP a rogatelitové markery.

Z&kladem molekularnich markeije odliSeni aktivnich a neaktivnich alel a
rozliSeni jednotlivych haplotypu Al rostlin. K tomu je zapéébi pouze mal&ast
rostlinné tkad. Nemusimecekat na fenotypovy projev autoinkompatibility resp.
autokompatibility. Molekularni markery Ize uzit pro

» vyhledavani Al rostlin z populace
* pro selekci po #zeni
* pro vytvaeni vhodnych linii, které vzajemarspraSime, nedoje k vzajemnému

opyleni rostlin v ramci jedné linie.
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Metody zaloZené na amplifikaci nukleovych kyselin

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
(Polymerase Chain Reaction)

Polymerazovouetzovou reakci (PCR) zavedl vroce 1985 Kary B. Mulli
Pomoci PCR se umozZnuje ziskat poZzadovanou, spexifisekvenci genomové DNA
bez jejiho pedchoziho klonovani ve vektorech. PCR je zaloZeana replikaci
nukleovych kyselin. ®# PCR se cyklicky opakuje enzymova syntéza novigitizci
vybranych Usek dvouetzcové DNA ve smru 5 — 3' prostednictvim DNA
polymeréazy. Usek nukleotidové sekvence je vymezgojenim dvou primet, které se
vazou na protilehléetézce DNA tim, Ze jejich 3' - konce shuji k solg. Kdyz se pida
DNA — polymeraza a nukleotidy, probiha syntéza wbvylaken po obou matricovych
fetézcich protismirné. Na syntézu DNA se pouzivaji termostabilni polyazgr které se
izolovaly z termofilnich mikroorganisin pf. Tag DNA — polymerdza z Thermus
aquaticus, ktera odolava teplotam, kdy uz DNA pldldenaturaci. Syntéza DNA pak
probihd formou opakovanych cyklV zavislosti na teplét reakni snesi se stidaji
pravidelrg tii kroky, bkéhem kterych se 8taji i odliSné dje, které maji izné naroky
na teplotu (Smarda a kol. 2005).

* Denaturace dvaettzcovych molekul DNA (94 °C).

* Pripojeni primet k odclenymiettzcim DNA (30 — 65 °C).

» Syntéza novychettzci DNA prostednictvim DNA — polymerazy (65 — 75 °C).
Patet cykli je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNpahybuje se v rozmezi
25 — 30 cykii. Pokud by byl vysoky pmt cyklki, mohou vzniknout nespecifické
produkty PCR. PCR je velice citliva a specifickanmaize dojit ke kontaminaci
neznamou DNA, tim ziskame faleSny signalif@ova 2006).
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Obr. 1 Princip standardni polymerazokeiczové reakce (PCR)
(Smarda a kol. 2005)
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denaturace vzorku DNA
pro odcleni jedndgettzci
(94 °C., 5 min

—a

piipojeni primeti naiettzce DNA

/ (30-65 °C., 1 min

denaturace
pro separci .
fetszoi DNA 25-35x
(94 °C., 30s) syntéza novychetzci

DNA polymerazou
(72 °C., 45 s — 2 min)

I

Obr.2 Teplotni rezim a doba trvani jednotlivycl pri (PCR)
(Smarda a kol. 2005)

POLYMORFISMUS DELKY RESTRIK ENiCH FRAGMENTU (PCR — RFLP)
(RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

PCR — RFLP je modifikace standardni PCR. PCR - RREe pouzZiva pro
typizaci cilové sekvence ¢&itého genu, ktery obsahuje sekgeh polymorfismus.
Zaklonovani a osekvenovani SLG genu znamenatatpk detekce polymorfismu S —
lokusu gimo na urovni imo DNA, ped rozvojem PCR metodou PCR — RFLP.
Jednotlivé alely genuSLG se ilis neliSi v pétu bazi, je ale velmi vysoky
polymorfismus v sekvenci nukleotid Nékteré Gseky jsou ale naopak konzervativni,
proto je dilezité navrhnout univerzalni PCR primery. Byly naamy dva typy prime.
Prvni typ vyuZzil konzervativni Useky nap celou S - genovou rodinou (Brace a kol.
1993). V tomto pipact se naamplifikuji také homologni sekver8BK SLR1 SLR2
Zde neni jisté, ze detekovany polymorfismus indkogliSnou alelu S — lolusu. Druhy
typ primefi byl specificky amplifikujici pouze ge8LG zde se ale neamplifikuji Zadné
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recesivni alely tohoto genu. Proto byly navrZzerkétarimery pro gerSLG I, ty ale
nejsou tak specifické jako pBLG | (Nishio a kol. 1996). Pomoci kombinacehto
primeri | mozné naamplifikovaBLG geny ve ¥tSin¢ S — haplotyp. Vysledky ziskané
touto metodou jsoutéryhodné, a tak se pouziva dodnes (Nasrallah 198&noci
PCR se naamplifikuje (namnozi) specificky fragmBiNA, Usek genu, ktery se dale
Stepi restrikkni endonukleazou. Vysledkem amplifikace jsou praguRCR o stejné
délce, které se nasletidetekuji elktroforeticky a vzniklé fragmenty jsseeparovany na
agarézovém delu. Do agar6zoveho geluis#apd latka ethidium bromid, ktery umozni
piecist vysledek pod UV s¥lem. Touto metodou friteme charakterizovat odliSné
S — alely uB. napus nebo ji nizeme vyuzit k restridnimu Stepeni gen8LG ktery si
naamplifikujeme pomoci klasické PCR (Sobotka 2001).

Pro rutinni vyuZiti je metoda PCR — RFLP velmi &théa a umozZznila nahradit
metodu RFLP, kterd jgasow nar@ndé a pracna, vyZaduje dostatek kvalitni DNA a
vhodnou sondu pro hybridizaci. \fipact detekce SLG se navic pouziva pouze

radioaktivni zn&eni, coz obnasi mit specializované pracé\ilishio 1997).

DELKOVY POLYMOFISMUS AMPLIFIKOVANYCH FRAGMENT U (AFLP)
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Tato metoda kombinuje restéki S€peni DNA (technika RFLP) a amplifikaci
DNA (technika PCR) (Graman a kol. 1999). Tato matpdskytuje vysoké rozliSeni a
dobrou reprodukovatelnost. Ozinge se také jako amplifikace vzacnych restmikh
mist (IRS-PCR) nebo selektivni amplifikace restnich fragmef DNA podmirgna
primerem (SRFA).

Tato metoda se sklada ayiech zakladnich krak
1. Dokonalé rozgpeni velmi malého mnoZzstvi genomové DNA jednou nebo
dvéma restriknimi endonukledzami. Jedna z nich mi¢énou més cilovych
mist.
2. Ligace genomové DNA s oligonukleotidovymi adaptdkteré jsou navrzeny
tak, aby nedochazelo k obriorestrikiniho mista. Ligace probiha zéitpmnosti

restriktaz, proto nedochazi ke spojeni resiikh fragment.
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3. Selektivni amplifikace sady resttikich fragment za pomoci jednoho nebo
dvou selektivnich AFLP — primér
4. Elektroforézy amplifikovanych fragmeént nedenaturujicim

polyakrylamidovém gelu.

Pouzitim AFLP niZzeme vizualizoat sadu resttikch fragment pomoci PCR
bez znalosti jejich nukleotidové sekvence. PouziSekvenci adaptoru a zbytku
restrikknino mista, naamplifikujeme restiki fragmenty. Abychom naamplifikovali
pouze ¢asti adaptovanych fragmeéntnavrhly se AFLP primery tak, Ze jsou delSi o
jednu az it nadhodr zvolené baze na 3"-konci. To sgadsnmérem k neznamé sekvenci
fragmentu, ktery bezprasdre sousedi s restitkim mistem. K amplifikaci a
prodlouzeni primeru dochazi, kdyz se komplemegtgparuje 3’-konec AFLP —
primeru. Dojde k selektivnimu v¢bu malécésti z velkého p#iu fragment, které se
vytvorily Stépenim genomové DNA. Polymorfismus je zaloZzen natzinebo ziskani
restrikinich mist , je analogicky s polymorfismem RFLP (&uaza kol. 2005).

POLYMORFISMUS NAHODNE AMPLIFIKOVANE DNA (RAPD)
(Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Je to rychld a jednoducha technika pro fingerpntDNA, je vhodna pro
rychlou typizaci genomové DNA (Ginova 2006). Tato metoda $adi mezi PCR
techniky. Kratky primer o délce 6 — 10 nukledtise pouZiva k zahajeni PCR a vaze se
na dana mista templatové DNA. RAPD je&kdy také ozn&ovana jako AP — PCR =
Arbitrality Primed PCR). Nkdy se prvni dva cykly provadi sjednim kratkym
nahodnym primerem, a to za mirnych r@dkh podminek a dalsi cykly se provadi se
specifickymi primery. Takto vznikng&ada PCR fragment ty se separuji elektroforézou
na agardzovem gelu a vizualizovany pomoci UViemad Aby se ziskaly
reprodukovatelné vysledky, je nutné zabe#péyto faktory: gesnou optimalizaci
koncentrace DNA, podminky PCR reakce (teplotu alimgpa), koncentrace priméy
koncentrace iofit Mg”* presnost pipetovani a i v§ib polymerazy. Jedinci se odlisuji
piitomnosti jednotlivych fragmeinttim, Ze DNA primer najde homologni mista na
urcitém mist. Toto je disledek polymorfismu DNA. RAPD technika ma dominantn

charakter, a proto nelze odliSit heterozygotni endwygotni genotyp (Williams a kol.
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1993). Genomy ifbuznych, ale i vzdalgjsich drulii jsou velmi shod& organizovany,
proto je dilezité vyhledat pr&v primer, ktery vykazuje odliSnou polohu prouzk

velmi piibuznych organisin- (polymorfismus) Curn, Sakova 1996).

TANDEMOVA OPAKOVANI KRATKYCH MOTIV U (SSR — MIKROSATELITY)
(Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeats)

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice st@Ze mono-, di-, tri- nebo
tetranukleotidovych motiv Vyzna&uji se vysokym stugim polymorfismu, nize byt
rychle a spolehlig testovan pomoci PCR a vizualizovan pomoci ele@tédy na
akrylamidovém gelu. Rozdil v délce fragmerit genomové DNA podmimé
piitomnosti SSR se pouziva k odliSeni blizé¢tbywznych jeding a také k ufovani
vztahi mezi nimi v genetice populaci (Smarda a kol. 2005)

SOUTHERNUV PRENOS
(Southern blot, hybridization, blotting, transfer)

Prenos DNA neboli Southeiin prenos podle E. M. Southerna, ktery zavedl
kapilarni genos, pi némz jsou nukleové kyseliny undSeny pufrem postupujigelem
a hybridiz&ni membranou. Pohyb pufru je zajistkapilarnimi silami, které vyvolava
savy material navrstveny na membranu (Hemleben)1990

Vlastni hybridizace se provadi s radioakivnebo neradioaktivh znaenou
sondou vroztoku, pak nasleduje vizualizaceri Ppouziti neradioaktivé
(chemiluminisceting) zna&ené sondy, je moZnaiima vizualizace. Metoda &uje
piitomnost usek DNA homolognich se sondou d&ildizne i o jejich pdtu (Ondej,
Drobnik 2002).
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Restrikeni fragmenty DNA separované elelktroforézou

00 00 O
0000 0
0Oompoan

Prenos na membranu

——— >— vrstva filtratniho papir

—— membran_
| — agarézovy gel

] I filtraeni papir
' J roztok

<

] [
-
— —
- = . Fragmenty DNA
[ — prenesené na membranu
]
- "
-
- [

Hybridizace se sondou
(zde zn&enou radioaktivi)

autoradiogram

Fragmenty, k nimz
sonda hybridizovala.

Obr.4 Hybridizace restriknich fragment DNA penesenych na membranu
(Southeriv prenos) (Rosypal 1997)

Metody PCR s cilem na ur €ité sekvence a jednoduché lokusy

CAPS
(Cleaved Amplified Polymorfic Sequences)

Jedna se o spojeni metod PCR a RFLP. Tato reakski&la z &kolika krok.
Prvnim krokem je amplifikace PCR markeru, ten setépoozSEpi restrikni
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endonukleazou, ktera je specificka. Misto, kde ald&® znméné polynukleotidového
fettzce, je shodné s cilovym mistem dané endonuklediyn dojde k odhaleni
polymorfismu restriknich mist. Nasledndojde k detekci bodovych mutaci. OdIiSi se
fragmenty markeru na dominantni a recesivni aleo tgenu. Provede se elektroforéza
na agarézovém gelu, vizualizuje se pomoci UYerés pidanim ethidia bromidu do
gelu. Tato metoda se pouziva ke genetickému magpovan

SEKVENOVANI

Tato metoda igsrE uréuje nukleotidové sekvence diteho izolovaného
fragmentu DNA. Je to nefpsrEjSi, nejnarongjsi, nejslozi¢jSi a nejdrazsi deni
piesného ptadi bazi v uwiitém Useku DNA. Nejzna#si a nejpouzivat)si jsou Maxam

— Gilbertova metoda a Sangerova metoda (Albertd.&2K05).

* Maxam — Gilbertova metoda
Tato chemickd metoda dostala jméno po svych olglyei. Zaklada se na
specifickém roz&peni molekuly DNA chemickymicinidly v mistech, kde je
lokalizovana baze aitého typu. Na z&tku musime mit soubor identickych fragmient
jednaettzcové DNA ozn&enych na jednom konci radioaktivni zkau. Kazdy typ
badze v molekule DNA iiteme modifikovat tak, aby bylo mozné vtomto mist
dosahnout feruSeniettzce DNA. Samotny postup sekvenovani probiha v dagkgch
krocich:
1. Fipravit zn&ené jedniettzcové fragmenty DNA, jejichZz sekvenci pebujeme
stanovit.
Rozdlit si fragmenty dastyt vzork.
3. Fasobit chemickou latkou, ktera specificky modifikygglen nebo dva typy bazi
DNA u kazdého vzorku.
4. PRasobit dalSi chemickou latkou, ktera ragstrettzce DNA ve vSech mistech, kde
byly baze modifikovany.
Rozdalit fragmenty DNA elektroforézou na polyakrylamidoan gelu.
6. Autoradiograficka detekce fragméntobjevi se jen ty, které nesou Zeay
konec.
7. Stanoveni sekvence DNA a@tiem poloh prufi v jednotlivych drahach.
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Maxam — Gibertova metoda neni az t&krig pouzivand, protoZe reaktivita chemickych
¢inidel mize byt ovliviena tiznymi neistotami, musime pouzZivat radioaktivni
znarteni kond&, coz znamena vysokou Urdveradioaktivity a v porovnani

s enzymovym sekvenovanim poskytuje chemicky krs¢&vence a laboratafrrje to

viN 7

» Sangerova metoda
Je to enzymova metoda sekvenovéani. Je nazyvanalitkioxy sekvenovani*,
pouzivaji se totiz 2,3 — dideoxynukleotid trifogfftddNTPs), ty nemaji na svém konci
3' hydroxylovou skupinu. Jednovilaknova (ss) DNAogekvenovana a je jako templat
pro in vitro DNA syntézu. Synteticky zé&any 5'konec oligodeoxynukleotidu se pouziva
jako primer. Stejéjako u chemické metody jsou reakce prasrgdvectyiech vzorcich.

Tato metoda se pouziva vice négdehozi (Smarda a kol. 2005).

KLONOVANI DNA

Klonovani DNA znamena tvorba DNA — klbnKlonovani umoiuje izolovat
z komplexniho genomu jeho &l seky, ty ve formd rekombinantnich molekul
mnohonasobh zmnozit. DNA — klon nebo také molekularni klon gena&eni pro
segment DNA feneseny progtdnictvim klonovaciho vektoru do hostitelskénky
V této buice se replikuje s vektorem, vtomtdigad® DNA, ktera ma schopnost
pfijmout cizorodou DNA a je schopna autonomni repméav hostitelské hice.
Cizoroda DNA je jakykoliv segment DNA vlozeny koeatrg ligaci do klonovaciho

vektoru. Je také oznavana jako rekombinantni DNA.

Oblasti vyuZiti klonovani:
* izolace gen, studium jejich struktury a funkce
e studium regulanich oblasti, kterédi expresi gein
« fyzikalni a geneticka analyza genom

» exprese cizich gérnv negibuznych hostitelich

Z&kladni kroky klonovani:

» Priprava rekombinantni molekuly DNA.

*  Prenos rekombinantni molekuly do hostitelskékyu
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» Selekce klofi obsahujicich rekombinantni DNA.

Ke klonovani |ze pouzit molekuly DNA iizného pivodu:

» genomova DNA izolovana z donorového organismu
» komplementarni DNA fipravenou zptnou transkripci z mRNA

* DNA piipravena unle chemickou analyzo(Hemleben, V., 1990).

KLONOVACI VEKTORY

Pouzivaji se kruznicové molekuly DNA schopné aatoni replikace odvozené
z plazmidi nebo vifi. Nejvice jsou pouzivany vektory plazmidescherichia colia
bakteriofagh. Klonovaci vektory se skladaji z replikatoru, &tury selekniho systému
a restrikniho mista, které umaaje snadnou inserci klonovaného fragmentu (Lodish a
kol. 2005).

Plazmidové vektory

Plazmidy jsou dvouvlaknové DNA (dsDNA), kruhové lelauly, ty jsou
odckleny od bugcné chromozomalni DNA.Vyskytuji se v j@dkvasinek a v bakteriich
(Lodish a kol. 2005).

Vlastnosti klonovaciho vektoru odvozeného z plazmid
» Mala velikost (2 — 15 kb), Malé plazmidy se snadirmuji a v buikach
dosahuji vysokého gtu kopii.
e Schopnost snadného &nného genosu do hostitelsych béin
* Pouziti genl, které buikdm promjcuji rezistenci k antibiotifm,
ampicilinu, tetracyklinu, chloramfenikolu a neomygai
* Musi nést jedingna restrikni mista pro restrikni endonukleazy, do
nichz se zéenuje cizorodd DNA.No¥jSi vektory obsahuji seskupenit§iho
poctu restrikknich mist (Rosypal 1997).

Vektory pro specialni éely

Expresni vektory
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Obsahuiji silny promotor umésty proti snéru transkripce od klonovaciho mista.

Kyvadlové vektory

Maji dva pa@atky replikace, které jim umdaji se replikovat v bitkach dvou
riznych organisri, nag. E. coli a B. subtilisnebo v kvasinkach. Vyhodou je snadné
klonovani genu dde. coli. ZE. coli Ize rekombinantni plazmid izolovat ve velkém
mnozZstvi a penést do druhého hostitele. Rekombinantni molegkipravenén vitro se

pienaseji s velmi nizkowinnosti (Hemleben 1990).

Vektory odvozené z bakteriofaga lambda

Pri konstrukci vektoit z tohoto faga se vychazi z toho, Zedhi tetina genomu
neni pro jeho lytickyist nezbytna a Ize ji nahradit cizorodou DNA (Ros$897)
Télo bakteriofaga. se sklada z hlavy adiku, ktery infikuje hostitelskou hiku E. coli.
(Lodish a kol. 2005).

Vyhody ve srovnéni s plazmidovymi vektory:

* Rekombinantni DNA se f@ize sbalit in vitro do fagovych kapsida
zavest do hostitelskych bé&kanormalni fagovou infekci.

* Klonovaci kapacita faga dosahuje 23 kb a je vice 2w vySSi oproti
plazmidovym vektarm.

* Vjedné zkumavce lze uchovavat celou genovou kmibove forng
fagovych viriori (Rosypal 1997).

Kosmidy

Kosmidy jsou vektory, které jsou odvozené z plaZmidlo nichz byla
naklonovana mista cos z bakteriofaga lambdatofnost mista cos na plazmidu
umoziuje, aby pipravenad rekombinantni DNA &anénénim cizorodé DNA do
klonovaciho mista na kosmidu, byla sbalena in \8tralovacim extraktem faga lambda
a transdukci fenesena do hostitelskych ln Uvnitt bakterii nabyva kosmid
kruznicové formy, neobsahuje vSechny podstatné fgegey lambda, nefize prochazet

lytickym cyklem, proto se v hikadch replikuje jako plazmid. Selektovani kion
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umoziuji na kosmidu plazmidové geny, kteréwji rezistenci k antibiotikm (Cuinova
2006).

Plazmidové vektory nesouci bakteriofagové promotory

Cizoroda DNA zaler¢na do vektoru rive byt gepisovanan vitro, kdyz se
linearizovana DNA inkubuje sifslusnou RNA polymerazou a ribonukleotidy. U
nékterych vektoli jsou na opénych koncich klonovaciho mista ungisg odliSné
promotory, to umoiuje prepisovat obaetzce inzertu DNA. Bje se tak podle toho,
kterda z RNA polymeraz je pouzita. Tyto vyten€é RNA mohou byt pouzity jako
hybridizatni sondy (Rosypal 1997).

Umeélé kvasinkové chromozomy (YACS)

Tyto chromozomy pat mezi kyvadlové plazmidové klonovaci vektory, ikepji
se v butkéach E. coli a v kvasinkach.Casti kvasinkového chromozomu obsahuiji
centromeru, sekvence pro replikaci,¢dkwasinkové telomery, selektovatelné signalni
znaky. Po rozgpeni plazmidu se vyt¥d dw¢ ramena, mezi ty se vlozi klonovana
genomova DNA. Rekombinantni DNA se vnese transfofmdo kvasinkovych
sféroplasi, tam se chova jako ostatni kvasinkové chromozodey.zde obrovska
klonovaci kapacita, obsahujekolik stovek kb (Lodish a kol. 2005)

Strana: 27/55



Optimalizace metody PCR-RFLP pro detekci S-hapibtypepky

Material a metody

Rostlinny material

Pro tuto praci byly pouzity autoinkompatibilni kni START, WRG,
Tandem.Tyto Al linie byly rozliSovany na zakkadiznych alel gensLG II. Cilem je,
aby sefizné Al linie mezi sebou sprasily, a tim vznikly g

Odnidy: Odila, Global, Topas, Orkan, Jesper, Regente€;dalkon, Sonata,
Arabela, Slapska Stela, Rasmus byly rozliSovanygakdad riznych alel gen'&LG 1.
Bylo zjistovano, jak je gerSLG | polymorfni v generaci odd, jak jsou si odidy

podobné. V ramci jedné aidty maji rostliny @zné S — alely.

Metody

|Izolace DNA

Izolace je provedena kondeim kitem Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek) a
byla vyizolovdna genomova DNA, na izolaci bylo pwoz100 mg rostlinného

materialu. DNA je uchovavana v —20°C.

PCR reakce

Pro amplifikaci patebujeme 1 p DNA (25 ng) pufr (10 M Tris — HCL; pkB8
50 mM KCL; 2 mM MgC}; 1% Triton X — 100), nukleotidy dNTP 2 pl (2,5 mimo
kazdého nukleotidu), primery pro genomovou DNA {@Bhia kol. 2002) 25 pmol
kazdého a 1U Taq polymerazy (0,2 ul), PCR probibads cyklech. Jeden cyklus
probiha vé&chto podminkdch denaturace DNA 30 seki. §4°C, nasedani primér

(annealing 30 sek. i 55°C a nésledna polymerace 1 mik.42°C.
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Stépeni PCR produkt @

DNA, ktera vznikne, je 8pena specifickymi restrénimi endonukledzamiMnl
[, Hinf I, Nsp i, ScrF ). Vzniklé fragmenty DNA jsou nasledrmrozdleny na 10%
polyakrylamidovém gelu nebo na 1,5% agar6zovém.gelu

PCR — RFLP genu SLG |l

Stejna reakni snts je provedena s primery RS PS (Nishio a kol. 1996).
Probih& ve 45 cyklech, denaturace DNA 1 miin.93°C, annealing 2 min.ip58°C,
polymerace 3 min.ip72°C. Pouzity byly enzymyHcaR |1, Afal).

PCR — RFLP genu SLG |

PCR — RFLP genBLG lbyla provedena stejrjako u gentSLG I, byly zde ale
pouzity specifické primery pro ge8LG t Ps a P35 a odliSny enzym:Nbo ).

Sekvenovani

Sekvenani reakce umaiuje presre urcit nukleotidové sekvence jakéhokoliv
izolovaného fragmentu DNA. Pouzili jsme plazmidouddNA, H,O, specifické primery

a Master mix.

Klonovani

Klonovani jsme pouZzili pro izolaci ger8LG |a SLG Il Klonovani zahrnuje
piipravu rekombinantni molekuly DNAf@nos rekombinantni molekuly do hostitelské

buiky a selekci klofi obsahujicich rekombinantni DNA.
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Vysledky

RozliSeni jednotlivych alel genu SLGII metodou PCR - RFLP

PCR-RFLP genBLG 1l bylo hlavre zantfeno na rozliSen§& - alel Al linii,
zatimco pomoci PCR - RFLP byly hledany odliSnéyatginuSLG |u spektra odid a
také u fiznych rostlin v ramci jedné oitty.

Metoda PCR-RFLP velmi doé rozliSovala jednotlivé alely gersLG II, a to
jak u jednotlivych zaklonovanych alel, tak u dib@ghich jediné i kiéizend dvou linii.
PCR-RFLP spektra, resp. délka fragnieseé vzdy shodovala s velikostmi fragmient
odvozenych se sekvenci. PCR-RFLP lze pouzivatéymio odliSeniS - haplotypi, je
vSak zapatbi minimalg ti restriknich enzyni.

Analyza spektra odd prokazala, ?e vSechny ddy nesly alelu A™
dominantniho gensLG tiidy | krom¢ odnid Topas a Global, kde byla prokazana
piitomnost je&t jiné alelySLG | OdliSna alela se vSak vyskytovala pouzeskterych

rostlin odady.

Al linie Start — PCR-RFLP genu SLG Il (EcoR 1)

Metodou PCR — RFLP jsme naamplifikovali DNA geBuG Il u dvou vzork
linie Start. Na gelu ustala ¢ast produktu nerozfiena a druh&ast produktu se
rozSepila na dva fragmenty.

Obr. 1 Ukéazka rozliSeni
produktd amplifikace SLG tridy
[l u linie Start.

Vzorky 1 a 2 byly Sipeny
restrikthzou Eco RI. Na gelu

l

l

|
LT -

1000 by

zustavacast produktu nerozitena
— pruh o velikosti &co pes 1000

500 bp

bp., druha cast produktu je

Strana: 30/55



Optimalizace metody PCR-RFLP pro detekci S-hapibtypepky

rozS€pena na dva fragmenty o velikosti necelych 500 aelyeh 600 pb. Vzorek 3 je
kontrola, kde neprathlo S&peni restriktdzolEco RI. Draha 1,2,3-Al linie odidy Start,
M-100 bp ladder.

Al linie Start a WRG — PCR-RFLP genu SLG Il (Afa )

Vzorek WRG ma v genomu alel§®, ta se &ipi restriktdzouAfa | na dva
fragmenty a druha aktivni alela se&mtna ti fragmenty. U linie Start vidime &p
fragmenty ve stejné velikosti jako WRG, diky al&f8. Druha alela se &b na jeden

velky fragment a jeden maly, ten neni na gelétvid

s | Obr. 2 PCR-RFLP genu SLG 1l Al linie
S BERSS SSSss start a WRG za poutZiti restriktazy Afa 1.
Vzorek 1 — WRG.
WRG ma ve svém genomu aleil?, ktera se
e wmera Stepi restriktazouAfa | na dva fragmenty, to
p— jsou prvni dva pruhy shora. Druhda alela
(aktivni) se Stpi na ti fragmenty, to jsouit
pruhy zdola. Na gelu vidime pouze 4 pruhy,

1 5 3 M protoze kratsi fragment zS® a nejdelsi

fragment z aktivni alely jsou ste&jullouhé-na
gelu tvai spole&ny pruh (teti zdola).

Vzorek 2 a 3 — Start
Start ma ve svém genomudmlelu S*° - fragmenty stejné velikosti jako u WRG.
Druh4 alela se &i na jeden velky fragment (naied a druhy velmi maly (10pb), ktery

neni na gelu viditelny.

Al linie Start a WRG — PCR-RFLP klon a genu SLG Il (Afa I)

Na tomto obrazku jsou 4 vzorky. Prvni dva jsou kli@tart a klon Tandem,
kde jsou ukazana dvs€pna mista, ktera se shoduji, a to potvrdilo spraviRCR —
RFLP. U vzorku 3, ktery je klonem z WRG sesbphoduji velikosti fragmefita vzorek
4 je alelaS™ z linie WRG, opt se shoduiji velikosti fragmeint
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M 1 2 3 4

Obr. 3 PCR-RFLP genu SLG 1l Al linie
Start a WRG za pouziti restriktazy Afa |
Vzorek 1 je klon ,Start 1°,

Vzorek 2

je klon Tandem - podle

sekvertnich dat se potvrzuje spravnost PCR
— RFLP - 2 3&pna mista, jeden dlouhy

fragment 1015 pb a jeden velmi maly 10 pb,

ktery ovSem neni vifl na gelu.

Vzorek 3 je klon zWRG, ktery byl jiz
sekvenovan (Sobotka, 2001) dle sekwdoh dat se aft shoduji velikosti fragment
Vzorek 4 je alelaS™® z linie WRG, kde se ap shoduji sekvemi data s PCR-RFLP.
Podobné vysledky ukazala i spektra PCR-RFLP prgragavibo | a Msp |, zde vSak

bylo wtSi mnoZstvi fragment proto byla spektra mémiehledna. Velikosti fragmeit

se také shodovaly s velikostmi odvozenymi se sekiven

Al linie WRG, Start a Tandem — PCR-RFLP klon G genu SLG Il (Eco

RI)

U této reakce jsme pouzili restriktaFico RI. Stpenim jsme odlisili klony

WRG s alelouS™. U vzorku 3 se pod#do prav tuto alelu zaklonovat, protoZesta

jedno S¢pné misto pro restriktdzdco RI. U ostatnich vzonk byla zaklonovana jina

alela neS™,

Obr. 4 PCR-RFLP
genu SLG 1l Al linie
WRG, Start a Tandem
za pouziti restriktazy
EcoRl

Stépeni bylo provedeno
pro odliSeni kloh WRG
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s alelouS™, protoZze u WRG nebyl8" alela odstrafna e klonovanim. Na gelu je
patrné, Ze u vzorku 1 a 3 se ptiltazaklonovat pra¥ aleluS'™, kterd ma jedno &né
misto pro restriktaz&coRI. U ostatnich vzorkse pod#lo zaklonovat alelu jinou.
Vzorky 1-5 WRG

Vzorky 6 a 7 Start

Vzorek 8 Tandem

Spektrum odr Gd — PCR-RFLP klon @ genu SLG | (Mbo 1)

Byla provedena reakce PCR — RFLP genu SLG | sik&stouMbo I. VSechny
odrady krome Topas a Regent obsahuji alelu A10. @yr Topas a Regent obsahuji i

jinou alelu.

M 1 2 & 4 5 B o il 5

Obr. 5 PCR-
RFLP genu SLG
| spektra odrid
za pouziti
restriktazy Mbo I.

1

= =9 I =x =3 == = B

e e ———

1112 13 14 151617 1A 18 ‘20 2t Z2 M

Vétsina odéid obsahuje alelu & pouze odidy Topas a Regent podle resirikch
fragmeniti obsahuji je$tnavic jinou alelu.

Vzorky: 1-Orkan, 2-Jesper, 3-Global, 4-Topas, oéte, 6-Ceres, 7-Falkon, 8-Sonata,
9 Arabela, 10-Slapska Stela, 11-Odila, 12-Rasm@sZdtro, 14-Navajo, 15-Lirajet,
16 Mohican, 17-Laser, 18-Capitol, 19-Pilot, 20-RamR1-Cando, 22-Catonic.
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Odila, Global a Topas — PCR-RFLP klon G genu SLG | (Mbo I)

Zde jsme provedli reakci za pouziti restriktdpo I, byly to odhdy, které

vykazovaly jiné spektrum priimeZ by bylo pro alelu & prozoZe se jednalo o 8amé

vzorky.
= Obr. 6 PCR-RFLP genu SLG | u odrid, které
M 1 “ 2 3 vykazovaly jiné spektrum pruhi nez je spektrum
— pro alelu A™.
— Velikost genuSLG 1 je kolem 1300 pbA10-1330
— — pb). Seéteme-li velikosti fragmerit u odid s
— — odlisnou alelou, dostanendéslo minimalré dvakrat

vétSi nez je 1300 (zejména u a6dy Odila a
Global). Ztoho lze usuzovat, Ze v 6dach je

piitomno vice alel. Jednalo se o ¢&amé vzorky,

:
:
i

proto bylo dale fistoupeno k analyzovani
jednotlivych rostlin.

1-Odida

2-Global

3-Topas

Global — PCR-RFLP klon @ genu SLG | (Mbo I)

Byla provedena analyza geSlLG |za pouZiti restriktazivbo I. Zde jsou vidt
rostliny se spektrem prih které odpovida aleld®. To je zn&ené jako vzorky 1.
Vzorky 2 jsou rostliny se stejnym spektrem jakodridy Topas. Vzorky ozri@né 3

jsou rostliny s aplaé jinym spektrem pruin

Obr. 13 PCR-RFLP
(Mbo 1) genu SLG | u
rostlin odrady Global.
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1-Rostliny se spektrem pritodpovidajici alelé&'®
2-Rostliny se spektrem pratstejnym jako u odidy Topas
3- Rostliny s jinym spektrem prtih

Klonovani a sekvenovani SLG genu

Cilem bylo klonovat a osekvenovat gehGtridy | a Il. Soubor sekvenci genu
SLG byl pouzit jako podklad pro vy vhodného restritniho enzymu pro rutinni
pouzivani metody PCR-RFLP&ené ke klasifikact-alel.

K PCR reakci byla pouzita genomicka DNA izolovakilem Invitek. PCR
reakce probhla se specifickymi primery pr8LG |- PS + PS5, proSLG IIPS; + PS
Amplifikované produkty budou po eluci z agar6zovéjedu zaklonovany pomoci kitu
TOPO TA Cloning. Klony jednotlivych alel byly roZkny restriknim SEpenim a
odliSné alely byly posléze sekvenovany.
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St ar t 1 1
Tandem 1
St ar t 2 a1
St ar t 1 61
Tandem 61
Start 2 1
St ar t a1 121
Tandem 121
St ar t 2 a1
St ar t 1 181
Tandem 181
St ar t 2 a1
St ar t 1 241
Tandem 241
Start 2 1
St ar t 1 301
Tandem 301
Start 2 1
St ar t 1 361
Tandem 361
St ar t 2 a1
St ar t 1 421
Tandem 421
Start 2 1
St ar t 1 481
Tandem 481
St ar t 2 a1
St ar t 1 541
Tandem 541
Start 2 61
St ar t 1 601
Tandem 601
Start 2 121
St ar t 1 661
Tandem 661
St ar t 2 i81
St ar t 1 721
Tandem 721
St ar t 2 241
St ar t 1 781
Tandem 781
Start 2 301
St ar t 1 841
Tandem 841
St ar t 2 361
St ar t 1 901
Tandem Q201
Start 2 421
St ar t 1 961
Tandem o961
Start 2 481
St ar t a1 1021
Tandem 1021
Start 2 541

10 20 30 40 50 60
|- S | (I S0 R R | I
CTCAAGTCCC ACTGCTGCGG GITCTTGGGA ACGAACCCTC TAATACAGTT ACAGTAAGGT
CTCAAGTCCC ACTOCTGCCGG GITCTTGAGGGA ACGAACCCTC TAATACAGTT ACAGTAAGGT
70 80 90 100 110 120
- S | N S ] - I - i
GACGTGTTTA GGTCACAGTA AGAATAAGAT CCACAGAAGT AAAGAGAATC GCACACGT CC
GACGTGTTTA GGTCACAGTA AGAATAAGAT CCACAGAAG AAAGAGAATC GCACACGTCC
130 140 150 160 170 180
- ] R R - - | 1 - I |
GTTGGTAAAC TCCAGAACAT GCTCCATCCC CATGATGCGCCG GGATCCGCG GTATCGATTG
GTTGGTAAAC TCCAGAACAT GCTCCATCCC CATGATGGCG GGATCCGCGT GTATCGATTG
190 200 210 220 230 240
S | N I N I T [ R I
AGTGCATAGT CAGIGACTGI CAATCTGGAG TAGATGCTTT GGTTGGTICAT ATGGAACGTG
AGTGCATAGT CAGTIGACTGT CAATCTGGAG TAGATGCTTT GGTTGGTICAT ATGGAACGTG
250 260 270 280 290 300
- I I I B S - R
TAAGCGATCT CCTCACTGTT CTCCGTATAA TTGTAAACCA TGTAATTTAA TCCTTGCACC
TAAGCGATCT CCTCACTGTT CTCCGTATAA TTGTAAACCA TGTAATTTAA TCCTTGCACC
310 320 330 340 350 360
- ] B I I R N Y T |
TCCGGTATGC CATTAAACTC GATTCCATTC COGGCCGC TCCTTTGCAT TACAACACG
TCCGGTATGC CATTAAACTC GATTCCATTC CAAGGACCGC TCCTTTGCAT TACAACACGT
370 380 390 400 410 420
I R I I T ] R N I |- - i
TGATTCAAAA ATCGATTTAT AAGAATAAAC TCAGGCAATC CCCTTTGTAT GrCCAGTTCG
TGATTCAAAA ATCGATTTAT AAGAATAAAC TCAGGCAATC CCCTTTGTAT GICCAGTTCG
430 440 450 460 470 480
T I I - I e Sl 1
TAGGTGAATT TCCCGCTT CGGATCGTCA TAGGATCTCC ATGATGTAAG GAACCTGTI TG
TAGGTGAATT TCCCGCTTGA CGGATCATCA TAGGATCTCC ATGATGTIAAG GAACCTGTITG
490 500 510
A R N IS Y Y |
CCCCTGTTT T TCGTA ACCTAGI T TC
GCCCTGTTT T TCGTA ACCTAGTTTC
CCCCTGTI T T T T CGTA ACCTAGTITTC
550 570
CCCACAAGAA TCCACT TGAG
GCCACAAGAA TCCACTTGAG
CGAAACTCT GCCACAAGAA TCCACTTGAG
610 620 630
R B | 1 I I |
TACCGT TGG GAAGAAGCTC TGCTATCACT
TACCGTTGG GAAGAAGCTC TGCTATCACT
TACCGTI TGS GAAGAAGCTC TGCTATCACT
670 680 690
AGACTGACCT A
CGACCAAA CAGTGTTATT AGACTGACCT A
CGACCAAA CAGTIGTITATT AGACTGACCT A

. [
TCICT Gl
TCTCTGT
TCTCTGT

TATTCCGAGA
TATTCCGAGA
TATTCCGAGA

850 860 870

NP IR N RS IR [ |
CCAAGCT CGAAGACTCC ACCH AT
CCAAGCT CGAAGACTCC ACC IGAGAT
CCAAGCCT CGAAGACTCC ACC GAT

890

NP P
TATTGCTCGA
TATTGCTCGA
TATTGCCTCGA

900
GAT TGT GA
GATTGT GA
GAT TGT GA

|

1010

1020

IGAAT
IGAAT
T

|
TGT1
TGTT
TG T

CT Gl ACCCCT
CTGT ACCC
croracccco

1025
1025
545

60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540
60

600
600
120

720
720
240

780
780
300

840
840
360

960
960
480

1020
1020
540

Obr. 8. sekvence dvou aleSLG Il. Osekvenovany byly dva klony z linie Start a jeden

klon z linie Tandem. Celé sekvence byly ziskangdnpho klonu ze Startu (Start 1) a

jednoho klonu z Tandemu. Oba tyto klony jsou stégEena gkolik malo sekvenci na
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pocatku a konci, coz muze byt pouze chyba dteni ¢i kompletovani sekvenci).
Z druhého klonu linie Start (Start 2) byla zisk@rapolovina sekvence, ktera se ovsem
napadg odliSuje od ostatnich (bude jeé#novu sekvenovanajierné rameky oznauji

mista, kde se sekvence shoduji u vSéchebrki.
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Diskuse

Pomoci PCR — RFLP je mozné rozlisit autoinkompiatiltinie u repky, coz lze
aspesSne vyuZivat ve Sleckni. V naSich vysledcich byly ziskdny 3 sekvenceugen
SLG Il autoinkompatibilnich linii atiznych odid fepky. Nasrallah a kol. (1992) zjistil
u piirozere se vyskytujicich variant druhiBrassica rapaautoinkompatibilitu spojenou
s nizkou expresi genBLG v mnoha autokompatibilnich liniich drulgrassica napus
Cabrillac a kol. (1999) naSel duplikované ge3lyG u autokompatibilnich linii rostlin
druhuBrassica oleracedinie S' haplotypu.

Alela 10 proto pochazi s neépéi prava@podobnosti také z genomu druhu
Brassica oleraceaneba byla nalezena v duplikované fo¥mGoring et al. (1993)
nalezl aleluA’® genuSLG | ktera byla na stejném lolusu jako g8RKs jednobazovou
deleci. Lze spekulovat, Ze prote8LG | by mohl mit ¥tSi afinitu k supresoru nez
k proteinuSCR Po interakci proteinsLG | se supresorem by mohlo dojit k navazani
na SRK, které by bez i@dchozi interakce jinak nebylo mozné, a tak doSlo
k zablokovani Al reakce. Nam se ptitta nalézt aleluA™® genu SLG | u vSech
zkoumanych odid, pouze u odidy Topas a Regent byla nalezenagjegvic jina alela.

Nelze vylogit moznost, Ze jako modifikai gen fisobi rektery z S — gel na
dominantnim S — lokusu.koli je alela S — lokusé'® nefunkéni (mutace \SRK), gen
SLG se podle Goring et al. (1993) exprimuje. To by tooblokovat recesivni S —
haplotypy. Podstata recesivity neni zatim znammtd izpisobem je mozné vysitlit
jak negitomnost dominantnih&LG u Al jedinai, tak vyskyt kompatibilnich jediric
bez tohoto genu. Pouhéigomnost funkniho S — lokusu v R1 generadieni Al linii
s kompatibilnitepkou nemusi znamenat Al fenotyp. Neni tedy moisiéar pouze Al
linie na zaklad detekce funé&niho S — lokusu.

Metody PCR — RFLP se pouziva k typizaci cilovéveeke ukitého genu, ktery
obsahuje sekveni polymorfismus. Zaklonovani a osekvenov8hiG genu znamenalo
pocatek detekce polymorfismu S — lokusiinpo na arovni DNA. Nam se poiill@
zaklonovat a osekvenovat dva klony z linie Stgeden klon z linie Tandem. Oba tyto
klony se jevily jako shodné az na&kolik malo sekvenci na @étku, coz mohla byt

chyba vecteni ¢i kompletovani sekvenci. Aminokyselinova sekverBleG geni je
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velice polymorfni, ale méa vizdy v podobné pozici IFsteimi. Na kazdém
aminokyselinovénretézci je rekolik potencidlnich N — glykositanich mist, z toho 2
mista jsou konzervativni. Tyto vysledky odpovidajisténim Kusaba a ko[(1997). Je
proto dilezité navrhnout univerzalni PCR primery. Byly rigemy 2 typy prima.
Konzervativni Useky nd&f celou genovou rodinou podle Brace a kol. (1993)oivito
piipadt se naamplifikuji také homologni sekver8RK SLR1 SLR2 Zde neni jisté, Ze
detekovany polymorfismus indikuje odliSnou alel4-3olusu. Druhy typ primér byl
specificky amplifikujici pouze geBLG zde se ale neamplifikuji Zadné recesivni alely
tohoto genu. Proto byly navrZzeny také primery pem §LG I, ty ale nejsou tak
specifické jako pr&LG | tyto vysledky, které jsme zjistili odpovidajiigeem Nishio a
kol. (1996) Pomoci kombinacethto primetfi je mozné naamplifikovabLG geny ve
vétsSine S — haplotyp. Vysledky ziskané touto metodou jsotivéryhodné, a tak se
pouzivad dodnes podle Nasrallah (1986nham se podle sekvémich dat podélo
potvrdit spravnost metody PCR — RFLP tim, Ze sedshali velikosti fragmerit u
klont genuSLG Vysledkem Sipeni PCR produkitu B. napusbylo 6-10 fragmerit ( to
je vice nez u dihaploidnich dristhPolymorfni fragmenty mezi Al a AK liniemi byly
mapovany jakoSLG specifické STS markery. Podle naSich #jistje ovSem dost
mozné, Ze by mohlo jit o geny, které nijak nesduwiS — lokusem.

Dvojice primefi PS a P35 je dolde navrzena podle Nishio et al. (1996). Jsou to
dlouhé primery (23-27 pb). Uétsiny dominantnichSLG geri se komplementéarni
sekvence k primém lisi maximalg o dw aZ ti baze (u alehA'® o to pb). Mnohem
slozZitjSi je navrzeni primérpro specifickou amplifikacBLG Il S primery P$a P$;
se vedle recesivniclsLG geni amplifikuje fada sekvenci, gkteré z nich nemaji
pravdEpodobré Zadnou spojitost s S — lokusem. Problémem pfineg a PS; je
snadna vzgjemna tvorba bivakento je alereSitelné optimalizaci metody PCR. Nishio
et al. (1996) usuzuje, z¢ipPCR — RFLP jsou jednotlivé recesivni S — hapotgipire
rozliSitelné. U fepky Zistava prav&podobré polymorfismus aktivnich S — alel
maskovan za spektrem fragmiert lokusuS"™. Recesivni alelySLG genu nejsou tak
polymorfni. V sodtu rélolika S&pnych sekvenci protaigtavaji rozdily snadno skryté.

Podle Sobotky (2001) by moznost, Ze v Al liniichfgakéni prav alela lokusu
S” to je mozné vylodit vzhledem ki#iznému S — haplotypu jednotlivych Al linii
(funkéni musi byt #zné alely S — lokus.
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Podle Sobotky (2001) je testovani rozsahu populkokem sta jedint
neusgsné v tom, Ze se nepdia ziskat poZzadovany genotyp s kombinaci Znak a
nizkého obsahu glukosinotatU vSech regenerants velmi dobrou Urovni Al reakce
byl obsah GLS vzdy na podobné uUrovni jako u vyctltozipavskych linii, to je velmi
vysoky. Je zde silna vazba meanito znaky, a proto je nutna rozsahlejSi populabg,
se rozbila vazba mezémito geny, které to Zysobuji. Tato populace by da mit
minimalné nékolik set jedin@. Jako vyhod&sSi se mu zda, vychazet v prvnim kroku
z k¥Zné F2 generace a na zakldeCR selektovat stovky jediikratce po vykkeni.
Vysledkem selekce v F2 generaci bylimbyt pouze jedinci s genotypem RRFF.
Pomoci semenného testu by pak bylo mozriitoxl fenotyp a nasledhobsah GSL.
V mé praci ale neni mozné testovat takto rozsablopulaci, proto se tento vyzkum

neprovadl.
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Zaver

Metoda PCR —RFLP byla pouzita s velkou &swsti pro rozliSeni jednotlivych
alel genuSLG Il u jednotlivych zaklonovanych alel i u dihaploidmijedind i kiizend
dvou linii. Délka fragmeriit se pokazdé shodovala s velikosti fragmerdvozenych ze
sekvenci. Ziskané sekvence budou slouzit jako podidro zvySeni itomnosti
jednotlivych alel genuSLG v Al liniich nebo u odid fepky a Ize tak uit jejich
haplotyp. Tato metoda iwie v budoucnu pomahatipyvoji novych S — haplotyp a
vzniku novych alel v popula¢epky. PCR — RFLP Ize pouZzivat rutéthpro odliSeni S —
haplotypi, je vSak zapdebi minimalr tii restrikinich enzyni. My jsme pouZili pouze
restriktazuAfa | a Eco Rl pro SLG Il a restriktazuMbo | pro genSLG | Soubor
ziskanych sekvenci ger8LG byl pouZit jako podklad pro vyib vhodného restridniho
enzymu, aby se usnadnilo rutinni pouZziti metody RPCGR-LP
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PFilohy

Prloha 1

Izolace genomové DNA (Invisorb Spin Mini Kit — Invitek)

1.
2.

60 mg rostlinného materialu zhomogenizovat uték dusiku

pridat 400 ul lyzacniho pufru P a 2Qul proteindzy K, zvortexovat a 30 min.
inkubovat i 65°C

prevest lyzani roztok na kolonku, centrifugovat 1 mirii 2 000 rpm

k filtratu gridat 200ul vazaciho pufru aikladné zvortexovat

prenést suspenzi na kolonku a inkubovat 1 min., degtvat 1 min. pi 12 000
rpm, slit filtrat

pidat 550ul promyvaciho pufru | a centrifugovat 1 minii @2 000 rpm, slit
filtrat

pridat 550l promyvaciho pufru Il a centrifugovat 1 mintid2 000 rpm, slit
filtrat, tento krok opakovat 2x, nakonec centrifugb2 min. gi 12 000rpm pro
odstrarni zbyvajiciho ethanolu

kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 mlesmorfek, pidat 100 pl
elueniho pufru D, ktery je fedeltaty na 65°C, 3 min. inkubovat, centrifugovat 2
min. @i 12 000 rpm
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PFiloha 2

Izolace plazmidové DNA (Invisorb Spin Plasmid Mini Kit — Invite K)

1.

2 ul plazmidové DNA centrifugovat 1 min. na maximalnichlost, odstranit
dukladre supernatant

resuspendovat pelet ve 2@0esuspendaiho roztoku

pidat 200l alkalického lyz&niho roztoku, 5x fevratit eppendorfku a nechat
lyzovat 5 min.

pridat 200ul neutraliz&niho roztoku, 4 — 6xievrait eppendorfku, centrifugovat
5 min. na max. rychlost

prenéstéiry supernatant 20Ql na kolonku, pidat 200ul vazaciho roztoku, 1x
pievratit, centrifugovat 1 min.ip8 000 rpm, slit filtrat

pridat 750ul promyvaciho pufru, centrifugovat 1 minti 8 000 rpm, slit filtrat
centrifugovat 3 min. na plnou rychlostikvodstraréni ethanolu

kolonky s navazanou DNA dat do novych 1,5 mlesgorfek, pidat 50ul sterilni
vody, inkubovat 1 min.ip8 000 rpm
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PFiloha 3

Eluce fragment G DNA z agar6zového gelu (JETQUICK)

1. z agarOzového gelu kignout bl@ek s poZzadovanym fragmentem DNA

2. na kazdych 100 mg geldigat 300ul roztoku L1, inkubovat f 50°C 15 min.,
kazdé 3 min. préepavat
roztok penést do kolonek, centrifugovat 1 midii p2 000 rpm, slit filtrat

4.  pidat 500ul roztoku L2, centrifugovat 1 minipl2 000 rpm, slit filtrat
kolonky s navdzanou DNA dét do novych 1,5 mlezmorfek, pidat 50ul sterilni
vody, centrifugovat 1 min.ip12 000 rpm
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Priloha 4

Klonovani (Topo TA cloning for seguencing kit — Invitrogen)

PRVNI DEN

1.

2ul PCR produktu (nesmi byt starSi nez jeden den}+l0Salt solution

2. zamichat, nechat stat 5 mingtgi PCR produkty 20 — 30 min.¥ippokojové
teplot

3. pidat 17ul kompetentnich butk E.coli ufiznout Spikou, zamichat

4. 30 min. nechat stat na ledu (je mozné i skladbgi@s noc fi —20°C)

5. tepelny Sok — 30 sek. ve vodni 14zfii42°C bez michani a pak 2 min. na ledu

6. pidat 150ul temperovaného SOC media, promichat, nenasavat

7. 1lhod.tepat @i 37°C v hnizd

8.  mezitim rozeft na misky s LB mediem 4l Xgal (sterilni hokejkou) a dat na
misky a temperovat na 37°C

9.  wvylit na misky biiky a pélivé rozetit

10. nechat kultivovatip37°C

DRUHY DEN

1. vypichnout 2 bilé kolonie (obsahuji plazmid sduktem) + 3 ml LB media + 12
ul AMP

2. kultivovat 16 hod. i» 37°C gres noc

TRETI DEN

1. odebrat 85Ql kultury + 150ul glycerolu, zamrazit f —80°C pro dlouhodobé
uchovéavani
izolace plazmidu kitem

3.  vySgpeni plazmidu z vektorbco R| elektroforéza

Klonovaci reakce pro&si PCR produkty

1.
2.
3.

1ul Salt Solution + Jul vektoru + 3ul PCR
30 min. nechat statigokojové teplat

pidat 1 ampulku kompetentnich ktknE. coli
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Priloha 5

PFiprava tekutého LB media

Postup nafpravu 300 ml roztoku

1. 3gNacCl

2 3 g Pepton 48602

3. 1,59 Yeast extract

4 upravime na vysledné pH 7,2 (7,0 - 7,5)
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priloha 6

Sekvena éni reakce (CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing with
Quick Start Kit — Beckman Coulter)

dH,O (doplnit na objem 2(l) 0—9,5ul
325 ng plazmidové DNA (do 5 kbp) 0,5-1@JO
1,6 uM primer (M13 reverse, T7) 2,0

DTCS Quick Start Master mix 810

Denaturace plazmidur@d gidanim do reakce: 86°C 5 min., 20°C 1 min.

Cyklus: 96°C 20 sek.
50°C 20 sek
60°C 4 min.

Celkem se opakuje 30 cykl
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PFiloha 7

Precist éni sekvena €ni reakce

1. pripravit cerstvy roztok stop pufruipd kazdym peciStenim, sloZeni na jednu
reakci: 2ul 100 mM EDTA, 2ul 3M octanu sodného (pH 5,2) ul glykogenu
pridat 60ul chlazeného 96% ethanolu
centrifugovat 15 min.ip14 000 rpm af 4°C

4.  pipetou odsat supernatantiadpt 200ul chlazeného 70% ethanolu, 5 miti p4
000 rpm a i 4°C

5. pipetou odséat supernatant a pelet nechat usthaotzduchu
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PFiloha 8

Restrik éni Stépeni PCR produkt U

Restrikkni Stpeni se provadi dle instrukci Yvilpalovém letaku jednotlivych enzym
VétSinou provadime &peni s 2Qul produktu PCR a 5 U enzymu, reakce probikgsp

noc.
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PFiloha 9

PCR pro gen SLGII

H>O 18,4yl
Pufr 2,5ul
DNT's 2,0ul

Primery P$; + PS  0,2ul + 0,2yl
Taq polymeraza 0,al
DNA — templat 1,5

Cyklus: 35x

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

Patateini denaturace je 93°C 5 min. a koné elongace 72°C 10 min.
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Priloha 10

PFiprava agor6zového gelu

Tabulka¢. 1: sloZzeni 1,5% agarozoveho gelu

objem | agar6za] 5x TBE voda ethidium bromid
50ml |0,75g | 10 ml 40 ml | 14

100ml | 1,59 20 ml 80ml | gl

200ml | 3,09 40 ml 160 ml @l

Tabulka¢. 2: sloZzeni 1,0% agarozoveho gelu

objem | agar6za] 5x TBE voda ethidium bromid
50ml |050g | 10 ml 40ml | 1,4

100ml | 1,09 20 ml 80ml| gl

200ml | 2,09 40 ml 160 m| @

e zchladit (cca 60°C)

pridat ethidium bromid

pripravit vanu a febeny

Elektroforéza probiha obvykle 2 hodi papsti 90 V.

Slozeni 5x TBE (1 I) pufru

Tris54 g
kys. boritd 27,5 g

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

rozvait v mikrovinné trouls, nesmi byt vidt vlakna

nalit a Sptkou odstranit fipadné bubliny

Strana: 55/55



