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Cil metodiky

Brukvovité zeleniny patfi do Celedi Brassicaceae, ktera zahrnuje asi 380 rodd a 3200
druht. Tato Celed ma vyznamné zastoupeni v lidské vyzivé jak v celosvétovém
méFitku, tak i v Ceské republice. Mezi vyznamné zeleniny péstované v Ceské
republice patfi napf. kapusta, zeli, kedlubny, brokolice, kvétak apod. a jim pfibuzné
druhy fedkvi¢ky a fedkve, méné tradicni pak mohou byt kadefavek a tufin.

Diky velkému mnozstvi vyslechténych odrid jiz neni mozné rozpoznavani pouze na
zakladé morfologickych - fenotypovych dat. Cilem této metodiky je popsat takové
molekularni analyzy, diky kterym bude Slechtitel, popf. jiny uzivatel schopen rozpoznat
nejen jednotlivé druhy brukvovitych zelenin a jim podobnych druhu, ale zejména
rozpoznat rizné botanické variety i jednotlivé odrtdy. Diky charakteristickym spektrim
jednotlivych odrid, bude mozna presna identifikace a bude mozné odhalit zamény
genotypu, pravost odrud, smésné vzorky, popf. nevyrovnané odridy.

Metodika popisuje detailni postupy pfipravy rostlinného materialu, izolaci DNA o
dostate¢né kvalité a koncentraci, postupy PCR analyzy, pfipravu agarézového gelu,
pFipravu vzorku pro fragmentaéni analyzu a prfesny popis pouzitych mikrosatelitovych
markert v€etné jejich charakteristik.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Celed brukvovité (Brassicaceae), je velmi vyznamna &eled s vice jak 380 rody a
pfiblizné 3200 druhy jednoletych i vytrvalych rostlin. Za genové centrum vzniku téchto
kulturnich rostlin je povazovana oblast Stfedomofi. V Ceské republice se miZeme
setkat s pfiblizné 50 rody a 150 druhy, mezi néz patfi nejen druhy vyuzivané pro
lidskou vyzivu, ale také druhy vyuzitelné pro produkci oleju, picni plodiny &i plevele
(http://www.kvetenacr.cz/celed.asp?IDceled=3). Mezi nejpéstovanéjsi druhy jak u nas
tak i ve svété patii zejména druhy Brassica, Raphanus a Sinapis. K nejvyznamnéjSim
druhum péstovanych v Evropé se zaméfenim na kostalové zeleniny patfi druh
B. oleracea, ktery zahrnuje plodiny jako zeli, brokolice, kvétak, ruzickova kapusta.
Predpoklada se, Ze vétSina kulturnich forem tohoto druhu pochazi z plvodnich
divokych forem rostoucich zejména v severnim Spanélsku, zapadni Francii a jizni
Britanii (Cartea et al.,, 2011). V Asii je pak péstovan zejména druh B. campestris
(Cinské zeli) (Monterio and Lunn, 1999). Rod Brassica, a konkrétné pak druh
B. oleracea zahrnuje mnoho raznych variet ¢i morfotypu, které jsou schopné se dobie
pfizpUsobit mirnému podnebi. Jako zdroj potravy Ize u téchto rostlin vyuzit listy, kvéty,
stonky i kofeny, které Ize konzumovat jak v syrovém, tak i tepelné upraveném stavu
(Dixon, 2006). Rostliny z riznych podskupin, ale téhoz druhu jsou si mnohdy bliZsi
geneticky nez morfologicky, jelikoz jsou velmi dobfe kfizitelné. Diky témto vlastnostem
vznikly v riznych Castech svéta velmi rozmanité morfotypy (Cartea et al., 2011).

Z pohledu Slechtitelt i spotfebiteld se jedna o velmi vyznamné plodiny, jelikoz jejich
spotfeba v jidelniCku stale stoupa. Zatimco v roce bylo spotfeba zeleniny 65 kg/os,
v roce 2020 to bylo jiz 94 kg/os (www.czso.cz). Diky svému slozeni je pravidelna
konzumace zeleniny spojovana s prevenci onemocnénim rakoviny. Neodmyslitelna je
také role zeleniny jako vyznamného zdroje vitamin( a mineralnich latek, které maji
vyznamné biologické ucinky (Divisi, 2006). Rostouci ceny v posledni dobé ovliviiuji
také zvysujici zajem o péstovani zeleniny v malospotrebitelskych podminkach. Proto
je velky zajem o odridy, které maiji delSi vegetacni dobu, jsou preferované zeleniny
nejen s mensimi rozméry plodu, ale i samotnych rostlin.

V poslednich letech se objevuje nékolik novych trendu v péstovani zeleniny jako je
napf. péstovani u nas doposud minoritnich zelenin kadefavku a tufinu. Pfiprava téchto
novych odrid muze klasickym Slechténim trvat 6-8 let. Proto se jako doplnék ke
klasickému Slechténi pouzivaji i metody moderni, jako jsou biotechnologické metody,
¢i vyuzivani rdznych molekularnich selek&nich markera. Vyuziti téchto metod dokaze
napomoci k vyraznému zkraceni Slechtitelského procesu pfi ziskavani novych odrad
s unikatnimi znaky.

Pro identifikaci jednotlivych variet a odrid brukvovitych zelenin a zjisténi jejich
genetické podobnosti ¢i odliSnosti byly vyuzity mikrosatelitové molekularni markery,
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které jsou svym charakterem velmi vhodné pro tyto analyzy a na zakladé predchozich
vyzkumU jsou prokazatelné vysoce informativni. Jejich vyhodou je opakovatelnost a
pfesnost (Jozova, 2014).

K ovéfeni vhodnosti vyuziti této metodiky bylo vyuzito sortimentu 149 rdznych odrad
brukvovité zeleniny poskytnuté firmou MORAVOSEED CZ a.s. Konkrétné bylo
testovano: 120 odrud druhu B. oleracea nalezejicich k varietam capitata (11 odrad),
botrytis italica (2 odridy), botrytis (3 odrudy), capitata f. alba (43 odr(d), capitata
f. rubra (5 odrad), italica (4 odrudy), sabellica (11 odud), sabauda (12 odrad),
gemmifera (4 odrady), gonglyodes (24 odrid), acephala (1 odruda), 8 odrid druhu
B. rapa a 21 odrad druhu Raphanus sativus.
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Izolace DNA z rostlinného materialu

Pfiprava rostlinného materialu pro izolaci DNA

Pro kazdou odridu ¢&i Slechtitelsky material je tfeba vyset do substratu 36 semen.
Rostliny se nechaji vyrust do faze plné vyvinutych déloznich listd (cca 1 tyden).
Nasledné probiha sterilni odbér materialu do papirovych sacki po jednotlivych
odradach. Material se necha Setrné vysusit v silica gelu (cca 1 tyden). Po dikladném
vysuSeni se material pfevede do 2 ml sterilnich mikrocentrifugacnich zkumavek.
Pridaji se 2 sklenéné kulicky a material se homogenizuje pomoci homogenizatoru
(napf. Beat Ruptor 96) po dobu 30 sec a pfi maximalni frekvenci. Takto
zhomogenizovany material je mozné skladovat v mrazaku pfi -20°C az do doby
samotné izolace DNA.

Pokud neni k dispozici roboticky homogenizator, je mozna ru¢ni homogenizace. Zalezi
na moznostech a zvyklostech laboratore.

Izolace DNA pomoci modifikované CTAB-PVP metody (Doyle, 1991)
Tato izolacni metoda je vhodna pro izolaci DNA z vétSiho mnozstvi rostlinného
materialu. Ziskana DNA je velmi kvalitni a Cista, pfi dlouhodobém skladovani

nedegraduje. Ovéfena doba pouziti DNA je az 4 roky. Takto Cista DNA je velmi vhodna
pfi vyuziti metod jako je napf. AFLP, SSR a ISSR.

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny (0,7M
NaCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45M NaCl) vytvafi srazeninu (Murray a
Thompson, 1980). CTAB zarover pusobi jako detergencni Cinidlo, které uvolfiuje DNA
z komplexu membran a proteind. Na zakladé rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani
s DNA je Ize oddélit a ziskat dostateéné Cistou rostlinnou DNA.

Chemikalie:
- ethanol (96%, 70%)
- 2x CTAB-PVP extrakeni pufr (2% CTAB, 100mM Tris-HCI, 20mM EDTA, 1,4mM
NaCl, 1% PVP-40000)
- 2-merkaptoethanol
- 5% CTAB
- chloroform : IAA (24 : 1)
- Ix TE pufr (10mM Tris, 1mM EDTA)
- isopropanol

Pristroje:
- centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator,
vortex, tfepaci termoblok, termostat, analytické vahy, pH metr, mrazak, digestor
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Pracovni postup:
e ke zhomogenizovanému materialu pfidat 1000 pl extrakéniho pufru (990 ul 2x
CTAB-PVP +10 ul B-merkaptoethanol), material promichat s pufrem
e nechat45-60 min inkubovat pfi 65°C ve vodni lazni, promichat kazdych 15 minut
centrifugovat na 14 000 rpm (maximum) 10 minut — v pfipadé velkého
znecisténi je mozné tento krok prodlouzit na 15 minut
prevést supernatant do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pfidat 750 ul chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 min nechat protfepavat
centrifugovat 5 min na maximum
pfepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pridat 1/5 (cca 200 ul) 5% CTAB a promichat
pfidat 750 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 minut protfepavat
centrifugovat 5 min na maximum
prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
pridat 2/3 izopropanolu, 2-3x promichat
nechat v -20°C pfes noc
centrifugovat 5 minut na maximum pfi 4°C
odstranit supernatant
pridat 300 yl dH20 a nechat 30-60 minut rozpoustét na tfepacce pfi 37°C
pfidat 2 objemy (600 ul) 100% studeného ethanolu, 2-3x promichat
nechat v -20°C 12 hod (pfes noc)
centrifugovat 10 minut na maximum pfi 4°C
odstranit supernatant
pfidat 1000 uyl 70% studeného etanolu a promichat
centrifugovat 2 min na maximum
odstranit supernatant
pridat 1000 ul 70% studeného etanolu a promichat
centrifugovat 2 min na maximum
prebyte€nou tekutinu odpipetovat a nechat susit pfi 37°C po dobu 15-20 minut
(nenechat pelet pfeschnout, Spatné se rozpousti)
pfidat 100 - 200 ul TE pufru a cca 40 minut nechat rozpoustét pfi 37°C
e skladovat v -20°C

Méreni koncentrace templatové DNA

Analyza mikrosatelitu je velmi citliva na Cistou DNA se stejnou koncentraci u vSech
pouzivanych vzorkl. Proto je tfeba ur€it koncentraci DNA vhodnou metodou. Roztok
nukleovych kyselin se spektrofotometricky vyhodnocuje pfi vinové délce 260 nm
a 280 nm. Absorbance pfi 260 nm odrazi koncentraci nukleovych kyselin, absorbance
pfi 280 nm odrazi jeji Cistotu, tj. miru pfitomnosti proteind.

Pro potfeby méfeni koncentrace byl pouzit spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu).
Sledovany byly zejména parametry: koncentrace DNA vyjadifena v ng/ul, pomér
260/280, ktery by mél byt v idealnim pfipadé v rozmezi 1,8-2,0 a pomér 260/230, ktery
by mél mit hodnoty od 2,0 do 2,2.
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Postup

e napipetovat 1,5 yl slepého vzorku dle pufru, ve kterém je DNA rozpusténa
(1x TE pufr, millig voda nebo chelex)

e postupné nanaset 1,5 yl kazdého vyizolovaného vzorku (pfed nanasenim je
potfeba lehce promichat, pfed samotnym méfenim v programu vzorek popsat)

e vystupem je tabulka dat (koncentraci DNA a parametru Cistoty) ve formatu pdf
nebo xIs

Pokud DNA vzorku nedosahuje potiebnych hodnot, je tfeba vzorky pfecistit, napf.
pomoci octanu sodného.
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Metodika mikrosatelitové analyzy (SSR)

NejvhodnéjSi metodou pro identifikaci odrid je mikrosatelitova analyza (SSR).
Mikrosatelity jsou kratké tandemové se opakujici repetice o délce 1-6 parl bazi. Di-,
tri- nebo tetranukleotidova opakovani jsou usporfadana v tandemech po 5 — 50-ti
kopiich (Ashkenazi et al., 2001). Mikrosatelity mohou byt nalezeny jak v kéduijicich, tak
i nekddujicich usecich genomu (Varshney et al., 2005). Mikrosatelity se fidi
jednoduchou mendelistickou dédic¢nosti, proto mohou byt pfi pouZiti pro velmi pfibuzné
druhy konzervativni, ovSem pro odliSeni odrudd se ukazaly jako vhodny pomocnik
(Pilinsky et al., 2011). PoCet opakovani jednotky v konkrétnim misté DNA (lokusu)
definuje alelu. Délku alely Ize zjistit po elektroforetické/fragmentacni analyze PCR
produktt daného lokusu diky pouziti primert specifickych pro piislugny lokus (Curn et
al., 2012).

Analyza mikrosatelit(

Analyza mikrosatelitd je ¢asto vyuzivanou metodou pro identifikaci odrid. Vyhodou
této analyzy je pomérné velké mnozstvi znamych mikrosatelitnich lokust a jejich
vyskyt v genomu, kodominantni dédi¢nost, dostupné techniky analyzy mikrosatelitnich
(SSR) markert a jejich opakovatelnost (Seyfert et. al., 2008). Pro potfeby hodnoceni
variability jak na druhové tak i odridové urovni byly optimalizovany postupy pro znamé
mikrosatelitové primery, ovSem prvotné vyuzivané pouze pro hodnoceni mezidruhoveé
variability (Louarn et al., 2007, Cui et al., 2008). Konkrétné se jedna o tyto primery:
D12, P17, P7, P35, BoREM1b, BoDCTD1, BolAB19TF, BoPC34, P381, P54-1, D3,
P9, P592.

PCR reakce

Chemikalie:
- PPP master mix (Top Bio) nebo OneTag® 2X Master Mix with Standard Buffer
(NEB)
- templatova DNA (konc. 200 ng/ul)
- mikrosatelioté primery (konc. 10pmol)
- PCRH20

Pfistroje:
- PCR thermocycler, vortex, mini centrifuga, sada automatickych pipet

Amplifikace probihala na thermocycleru Biometra TProfessional Gradient (Analytik
Jena, Némecko) v téchto nasledujicich teplotnich profilech:
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cyklus 1 (Louarn et al., 2007):

- pocate¢ni denaturace 5 min 94°C
- 31 cyklu 1 min 95°C

1 min 52/59°C

1 min 68°C/72°C*
- konecna elongace 5 min 68°C/72°C*
- stop 0 4°C

cyklus 2 (Cui et al., 2008):

- pocate¢ni denaturace 5 min 94°C
- 35cyklu 45 sec 94°C

45 sec 52/59°C

45 sec 68°C/72°C*
- konecna elongace 5 min 68°C/72°C*
- stop 0 4°C

slozeni PCR reakce:
5yl master mixu NEB/TopBio**
0,2 pyl F primeru (10 pmol)
0,2 pl R primeru (10 pmol)
0,1 ul BSA
4yl PCRH20
0,5 ul DNA (200 ng/ i)
celkovy objem reakce 10 ul

* teplota 68°C plati pfi pouziti master mixu One Tag® 2X Master Mix with Standard Buffer (NEB) / teplota
72°C plati pfi pouZiti master mixu PPP Master mix (TopBio)

** NEB — master mix OneTaq® 2X Master Mix with Standard Buffer (NEB) / TopBio — master mix PPP
Master mix (TopBio)

PCR produkty jsou rozdélovany na 3% agarozovém gelu v 1x TBE pufru. Jako
velikostni marker je pouzivan 100 DNA bp ladder (NEB). Fragmenty se vizualizuji
barvenim pomoci ethidium bromid pod UV svétlem. Zaznamenani a vizualizaci
produktl probiha na pristroji INGENIUS3 (Syngene) a software GeneSys. Vizualizace
je mozné provadét i na jiném zafizeni podle vybavenosti laboratore.

Pfiprava 3% agarozového gelu

Separace na agarézové gelu je zakladni metoda pouzivana k rozdéleni makromolekul.
K déleni fragmentu DNA se uziva nejCastéji agarézovy gel ulozeny horizontalné. PCR
produkty o stejné délce postupuiji stejné rychle a tim dochazi k vytvoreni fragmentu o
ruzné délce. DNA je na gelu vizualizovana pomoci interkalacniho barviva ethidium
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bromid, které se vaze na dvousroubovici DNA. Fragmenty jsou viditelné az pod UV
svétlem. Vzhledem k tomu, zZe ethidium bromid je potencialni karcinogen, je tfeba
pracovat velmi peclivé a opatrné. Odpad se uklada ve zvlastni nadobé a likviduje se
jako nebezpecny.

Pro pfipravu agarozdvého gelu byla pouZzita agar6za (Agarosa SERVA Tablets 0,5 g).
Jelikoz 3% agar6zovy gel je naro¢ny na pripravu, je vhodné pouzit agarézu v tabletach
pro jejich snazsi pfipravu. Gel pro ucCely mikrosatelitové analyzy je pfipravovan
v objemu 100 nebo 200 ml, tzn. 6 agarézovych tablet do 100 ml 1XTBE a 12
agarozovych tablet do 200 ml 1xTBE (viz. tabulka 1).

Tabulka 1
objem gelu mnozstvi objem EtBr napéti Cas
tablet agaroézy
(ks)
100 ml 6 5 pl 120 V 1hod
200 mi 12 10 pl 150 V 1 hod 30 min
Chemikalie:
- Agarosa SERVA Tablets 0,59
- 1xTBE

roztok ethidium bromidu
100 bp DNA ladder (NEB)
PCR produkt

Pristroje:

mikrovinna trouba, sada automatickych pipet, jednotka horizontalni
elektroforézy se zdrojem
vyhodnocovaci zafizeni s UV

Postup pfipravy:

Agarézoveé tablety rozpustit v pozadovaném mnozstvi v 1XTBE v dostatecné
velké Erlenmayerové barce. Tablety se rozpoustéji cca 5 min.

Vlozit do mikrovinné trouby a vykon nastavit na cca 500 W. Vykon nesmi byt
maximalni, tekutina v barice velmi rychle vzkypi a mohlo by dojit k pFeliti.
Roztok agarézy je tfeba velmi Casto kontrolovat a promichavat.

Po dokonalém rozpusténi je tfeba roztok agardzy vychladit pod tekouci vodou
(cca na 60 °C). Pfida se odpovidajici mnozstvi ethidium bromidu a dukladné
promicha. Agardza se plynulym pohybem nalije do pfedem pfipravené nalévaci
vany. Odstrani se nezadouci bubliny, vlozi se hfebinek a necha se pfiblizné 30
zatuhnout.

Po zatuhnuti se vyjme hfebinek a gel se umisti to elektroforetické vany tak, aby
byl zcela potopeny v 1xXTBE pufru.

Cely objem PCR reakce (10 pl) se nanasi do jamek. Do prvni a posledni jamky
se nanese 100 bp ladder.

Separace fragmentl probiha za podminek uvedenych v tabulce 2.
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Sekvence specifickych primer(i pro analyzu mikrosatelitd

Tabulka 2
Primer sekvence annealing | MM amplifikace polymorfismus cyklus
B.ol | B.ra | R.sat | druhovy | variety | odridy

BoREM1b F: TCC GAA AGT GGG GAA AGG 59°C NEB | A A N A A A 1
(Louarn et al., 2007) | R: TGT GTC AGA AAG CGA GAA GG
BoDCTD1 F: AGA AAG CAG ACG GGAATG G 52°C NEB | A N N A A A 1
(Louarn et al., 2007) | R: TGG TTA AAG CGA AAG TGT GC
BolAB19TF F: AAG CCACCT CACCTTAGCC 59°C NEB | A N N A A A 1
(Louarn et al., 2007) | R: GAA ATC CCA GAG ACT GAAAACC
BoPC34 F: TCC AAG ACC GTA GAG GAG GA 59°C NEB | A A A A A A 1
(Louarn et al., 2007) | R: AAG CCA ACAAACTTC AACAACA
P381 F: TAG TCG GTC GTC AGA ACA 52°C NEB | A A A A ? ? 1
(Cui et al., 2008) R: ATG TGG CAT AAA ACT CGA
P54-1 F: AAA TGT GAG AGA GAG AGA GAG AG | 52°C TOP | A A A A A A 1
(Cui et al., 2008) R: TAATAG AACACGTTGGAGCTTA
P592 F: GAT CAG AGA GAG AGA GAG AGA 52°C TOP | A N N A A ? 2
(Cui et al., 2008) R: GAT AAC GAT GGT GCT CTA AGT
D3 F: GGA GCC AGG AGA GAA GAA GG 52°C NEB | A A N A A ? 1
(Cui et al., 2008) R: CCC AAA ACT TCC AAG AAA AGC
D12 F: ATG TCC GGA TAA CCG AAT CC 52°C NEB | A A N A A ? 1
(Cui et al., 2008) R: GAAGCT TTT CAATTT TTAAGT T
P17 F: CCCCTCTTT GATTCT CCTCCG A 52°C TOP | A A A A ? ? 1
(Cui et al., 2008) R: CGT GGT ATG TTG GTATTG GGT CGT
P7 F: TCCCCTCTT TCC TCT CTC TCT AGG | 52°C NEB | A N A A ? ? 1
(Cui et al., 2008) R: AAA CCT CTC AAA AAC CCC TAA ACG
P35 F: TCC CAC GCC TTC TAG CCTTC 52°C NEB | A N N A A ? 1
(Cui et al., 2008) R: ACCGGAGCTTTTCTGTTG CC
P9 F: AGG ACA CCA GGC ACC ATATA 52°C NEB | A A N A A ? 1
(Cui et al., 2008) R: CATTGT TGT CTT GGG AGA GC

LEGENDA:

A —ANO

N — NE

? — na zakladé gelové elektroforézy neni mozné urcit

MM — MASTER MIX
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Hodnoceni mikrosatelitl pomoci agarézového gelu je vhodné pro identifikaci
jednotlivych druh. Na agarézovém gelu neni jednozna¢né odliSit odrudy. Pro
identifikaci na urovni variet a odrdd je potifeba vyuzit metodiku fragmentacni analyzy.
Popis je uveden v postupu na dalSich strankach metodiky.

Metodika fragmentacéni analyzy

Jelikoz u nékterych SSR primerl jsou rozdily v PCR produktech v pfipadé porovnani
jednotlivych odrid jen v jednotkach bazi, je tfeba vyhodnocovat vysledky
sofistikovanéjsi metodu, jakou je fragmentacni analyza.

Amplifikované fragmenty jsou znaceny fluorescencni znackou, ktera je navazana na
specifické primery. Dochazi k naznaceni vzdy jednoho primeru (forward). Vystupy jsou
ve formé pikd. Jeden pik odpovida jedné alele.

Fragmentacni analyza

Priprava primer( pro FA

Pro usnadnéni a zlevnéni analyzy Ize dohromady vyuzit az 4 rizné barvy znaceni, tzn.
Ze vystupem je graf s riznymi barvami pika. Komplikaci mize byt optimalizace v§ech
kombinaci tak, aby u v8ech piku byla stejna intenzita zareni, ktera je vyjadiena vySkou
pikld srovnatelna. Velikost jednotlivych piku je odecitana podle velikostniho standardu.
DalSi moznosti uspory pfi fragmentacni analyze, ktera byla vyuZita pravé pro tyto
ucely, je vyuziti univerzalniho znaeného primeru, konkrétné byly pouzity znacené
primery Ba02 nebo Ba03 (Enkerli et al., 2001), které jsou standardné vyuzivany pro
analyzu SSR u entomopatogennich hub. V tomto pfipadé je pouzivan pouze jako
znaceny marker a neovliviiuje vlastni hodnoceni. Princip nasedani primeru je zobrazen
na obrazku 1.

Priprava vzorku pro FA
Slozeni PCR reakce pro FA
o 5 pl Master Mix
e 3,75 ul PCR vody
e 0,1 pl kazdého primeru (10 pmol)
e 0,05 pl BSA
e 1 pl DNA (5-10 ng/pl)

Priprava vzorku pro FA:
e 10 yl Hi-Di Formamide
e 0,5 yl Size Standard GeneScan 500 LIZ
e 1 ul PCR reakce

- takto pfipraveny vzorek inkubovat pfi 94 °C po dobu 5 minut
- ihned zchladit po dobu minimalné 2 minut
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Fragmentacni analyza probiha na sekvenatoru ABI3500 (Applied Biosystems).
Vyhodnocovani fragmentu probiha v programu GeneMapper (Applied Biosystems).

Sekvence pouzitych primera pro FA a jejich charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 3.

IT1 SSRusek —
TT1 usek DNA mimo SSR cyklus
I'T1 primer
_— N
fluorescenéné znaceny primer 1 .cyklus MMTTTTTTTTTTT

D DNA polymeraza €
3 5

ANNENENEEE 5' 3
>

Obrazek 1 Schéma nasedani fluorescenéné znaceného primeru v PCR reakci
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Tabulka 3 Popis specifickych primert a jejich vlastnosti pfi pouziti pro fragmentacni analyzu

Primer sekvence annealing | MM amplifikace polymorfismus cyklus
B.ol | B.ra | R.sat | druhovy | variety odrudy

BoREM1b Znac (Ba02): AAC GCTATGCCTTGACGAC 59°C Top | A A N A A A 1
(Louarn et F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CTC CGA AAG
al., 2007) TGG GGA AAG G

R: TGT GTC AGA AAG CGA GAA GG
BoDCTD1 Znac (Ba02): AAC GCTATGCCTTGACGAC 52°C Top | A N N A A A 1
(Louarn et F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CAG AAA GCA
al., 2007) GAC GGG AAT GG

R: TGG TTA AAG CGA AAG TGT GC
BolAB19TF | Znac¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGACGAC 59°C Top | A N N A A A 1
(Louarn et F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CAA GCC ACC
al., 2007) TCA CCT TAG CC

R: GAA ATC CCA GAG ACT GAAAACC
BoPC34 Znac (Ba02): AAC GCTATG CCTTGACGAC 59°C Top | A A A A A A 1
(Louarn et F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CTC CAA GAC
al., 2007) CGT AGA GGA GGA

R: AAG CCAACAAACTTC AACAACA
P381 Znac (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A A A A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CTA GTC GGT
2008) CGT CAG AACA

R: ATG TGG CAT AAA ACT CGA
P54-1 Znac (Ba02): AAC GCT ATGCCTTGACGAC 52°C Top | A A A A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA C AAATGT
2008) GAG AGA GAG AGA GAG AG

R: TAATAG AACACGTTGGAGCTTA
P592 Znac¢ (Ba02): AAC GCT ATGCCTTGACGAC 52°C Top | A N N A N N 2
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA C GAT CAG
2008) AGA GAG AGA GAG AGA

R: GAT AAC GAT GGT GCT CTA AGT
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Primer sekvence annealing | MM amplifikace polymorfismus cyklus
B.ol | B.ra | R.sat | druhovy | variety | odrudy
D3 Znac¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A A A A N N 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA C GGA GCC
2008) AGG AGA GAA GAA GG
R: CCC AAA ACT TCC AAG AAA AGC
D12 Znac¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A A N A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATGCCTTGACGACATGTCC
2008) GGA TAA CCG AAT CC
R: GAAGCTTTT CAATTTTTAAGT T
P17 Znac¢ (Ba03): GCATAGATATGTCTCGCACC 52°C Top | A A A A A A 1
(Cui et al., F: GCATAGATATGTCTCGCACC CCCCTCTTT
2008) GAT TCT CCT CCG A
R: CGT GGT ATG TTG GTATTG GGT CGT
P7 Znac¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A N A A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATGCCTTGACGACTCC CCT
2008) CTTTCC TCT CTC TCT AGG
R: AAA CCT CTC AAA AAC CCC TAAACG
P35 Znac (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A N N A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCTTGA CGACTCC CAC
2008) GCCTTCTAGCCTTC
R: ACCGGAGCTTTTCTGTTG CC
P9 Znac (Ba02): AAC GCT ATG CCTTGACGAC 52°C Top | A A N A A A 1
(Cui et al., F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA C AGG ACA
2008) CCA GGC ACCATATA
R: CAT TGT TGT CTT GGG AGA GC

Vzhledem k tomu, Ze bylo hodnoceno nékolik druht a jejich variet, doslo u nékterych mikrosatelitd k nasedani primert na vice mistech
v genomu. Konkrétné se jedna o tyto markery: P35, BoREM1b, BoDCTD1, BolAB19TF, P54-1, D3 a P9. Pfesné charakteristiky
vCetné amplifikace pro konkrétni druhy a velikosti alel jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4 Zobrazeni amplifikace alel pro jednotlivé druhy

Marker 012

Alela 253 | 267 | 276

Marker P17

Marker PT
148 | 158 | 162

Marker P35

Alela 143 | 145 | 152 | 154 [ 155 | 157
B. ol

B. rapa
R. sat

Marker | BoREMibA [ B C N}
Alela

Marker BoDCDT1 A BoDCDT1 B
160 [ 164 | 165|166 | 172 | 173 | 174 | 175 | 176 | 177

K. sat
Marker BoDCDT1 C
Alela 180 | 181 | 183 | 184
B. ol
B. rapa
K. sat
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Marker

BoPC34

143 | 144 | 151

Marker

Pad

Alela

229

Marker

P54-1 A

P54-1B

193 | 201

209

B. ol

B. rapa

K. sat

Marker | D3A 03B D3cC

Alela 188 | 189 | 192 | 194 [ 196 | 197 [ 198 | 204 | 207 | 209 | 218

Marker

POA

P9B

PaC

PID

B. rapa

R. sat

200

230 | 236

Marker

B3

Alela

B. rapa

x|

158

K. sat
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku “Metodika pro hodnoceni genetické variability u brukvovitych
zelenin® 1ze hodnotit jako novou. V souc€asnosti neni k dispozici ucelena metodika pro
hodnoceni genetické variability na drovni variet ani odrid se zaméfenim na odrudy
brukvovitych zelenin. Dosud dostupné informace jsou jen dili a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou molekularnich
marker. Komplexni vyhodnoceni pouzitelnosti jednotlivych markert pak dostupné
neni. Molekularni markery pfedstavuji ve srovnani s morfologickymi €i biochemickymi
markery kvalitativné novy pfistup, ktery ma na jedné strané obrovsky potencial vyuZiti,
avSak na strané druhé i své limity. Realna interpretace molekularnich dat obvykle
vyzaduje kvalifikovanou volbu vhodnych a optimalizovanych postupu. VyuZiti analyzy
molekularnich markerl pro popis a charakterizaci genotypl je predmétem
predkladané metodiky. Vyhodou je mozZnost vybéru vhodného postupu dle potfeb
Slechtiteld a podle vybavenosti laboratofe. Tyto molekularni markery jsou
optimalizovany tak, aby bylo mozné dostate¢né presné urcit polymorfismus na urovni
variet a zejména odrld, popsat a identifikovat odridy na molekularni drovni a urcit i
genetickou vzdalenost analyzovanych odrld, resp. popsat miru genetické variability u
souboru analyzovanych odrud.

Popis uplatnéni metodiky

VyuZiti metodiky pro genotypizaci odrud brukvovitych zelenin pomoci SSR markerd v
prvni ¢asti zahrnuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické ¢asti jsou uvedeny
presné protokoly od pfipravy odbéru rostlinného materialu, izolaci DNA, PCR az po
popis moznych metod pro vyhodnoceni ziskanych dat, které jsou standardné
pouzivané na pracovisti Katedry genetiky a biotechnologii, FZT JU.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro rychlou a spolehlivou detekci
k u€ellim odliSeni odrid brukvovitych zelenin. Optimalizovana byla metoda SSR, ktera
je zalozena na amplifikaci usekl obsahujici mikrosatelitové alely o rizné délce.

Ackoliv molekularni markery nejsou dosud standardné vyuzivany pro potreby odliSeni
odrud, mohou byt vhodnym doplfikem pfi hodnoceni morfologickych dat. Vyhodou
téchto analyz je zejména rychlost a moznost detekovat polymorfismus jiz v raném
stadiu rostliny nedestruktivni metodou a neni tfeba Cekat do doby, kdy jsou dobfe
hodnotitelné morfologické znaky. Analyzy také nejsou ovliviiovany faktory vnitfniho a
vnéjSiho prostredi.

Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté a Slechtitelské stanice, které mohou dle
svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy molekularnich markert. Na zakladé této
metodiky Ize identifikovat odrudy, hodnotit Cistotu a odridovou pravost v pribéhu
Slechténi a mnozeni. DalSi uplatnéni metody je pfi hodnoceni genetické odliSnosti
odrud a vybéru vhodnych rodi€ovskych komponent pro dalSi Slechténi. Metodika bude
uplatnéna prostifednictvim Slechtitelské firmy Moravoseed CZ, a.s. S timto subjektem
byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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Ekonomické aspekty

Molekularni markery popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam pro
semenarské Ci obchodni firmy a Slechtitelska pracovisté (hodnoceni pravosti a Cistoty
osiva, odrudové deklarace produktu — semen, selekce genotypu pfi Slechténi).
Vzhledem k tomu, Ze u vétSiny ekonomicky vyznamnych plodin dochazi k zuzovani
genetické diverzity, mohou pravé molekularni markery velice rychle pomoci s
genetickym popisem a identifikaci odrid. Vyhodou téchto markeru je, Ze Ize analyzovat
mladé rostliny nedestruktivnim zplsobem a po rychlé analyze ponechat pouze rostliny
Zadaného genotypu, €imz se vyznamneé snizi naklady na dopéstovani a doba Slechténi
jedné odrlidy se mlze vyrazné zkratit. Dalezita je i rychlost analyzy, kdy pro detailni
morfologickou analyzu je zapotrebi cela doba vegetace, v pfipadé molekularni analyzy
jsou pak vysledky k dispozici i v fadu hodin.

Pro bézné vybavenou molekularné-biologickou laboratof jsou naklady spojené
s analyzou SSR markertd minimalni, pokud je ovSem dostacujici zobrazeni vysledk
pouze na agarézovém gelu. StaCi zakladni pfistrojové vybaveni (termocycler,
elektroforeticka vana, vahy, centrifuga, pipety). Cena izolacniho kitu se pohybuje v
hodnotach cca 15 tis — 25 tis. K& pro 250 vzorkdl, tzn. 60-100 K& na vzorek. Tento kit
Ize zaménit za mnohem levnéjSi alternativu izolace pomoci CTAB-PVP, kde Castka
dosahuje pfiblizné tfetinovych nakladu. Tato metoda je sice pracnéjsi a zdlouhavéjsi,
ale vyizolovana DNA je velmi kvalitni o vysoké koncentraci a oproti DNA vyizolované
pomoci kitu je mozné DNA pouzit pro analyzy i po nékolika letech vhodného
skladovani. DalSi polozkou je syntéza specifickych primer(, kde se cena jednoho
primeru pohybuje kolem 160 K¢&. Ostatni polozky nevyzaduji nutnost specifikace a jsou
pouzivany dle zvyklosti laboratofe.

Molekularni marker SSR pro fragmentacni analyzu vyZaduje vyraznéjsi naklady na
pofizeni genetického analyzatoru, ktery se pohybuje Ffadové v jednotkach milionu.
Dal$i naklady jsou spojené se syntézou znaCenych primeru. Kdy cena jednoho
znaceného primeru se pohybuje od 2 tis. K¢ dle pouzité fluorescencni barvy. Tyto
naklady jsou ale diky této metodice vyrazné snizeny, jelikoz pro analyzy jsou pouzity
pouze 2 fluorescencné znacené primery na 13 klasickych primerovych pard, tzn.
usporu v fadu desetitisici korun. Naklady na fragmentaéni analyzu lze ale snizit
nékolika zplUsoby. Geneticky analyzator neni nezbytnosti, jelikoz analyzu si Ize
objednat formou sluzby, kde cena jedné analyzy vychazi na 80 K&. | tyto naklady Ize
eliminovat a to vice zplasoby. Napf. |Ize pouzit 4 znacené forward primery s odliSnym
fluorescenénim znacenim, které budou analyzovany soufasné vjednom béhu
fragmenentacni analyzy a tim se naklady na sluzbu snizi ¢tyfnasobné. Tato metoda je

Vv,

velmi pfesnymi vysledky s vysokou vypovidajici schopnosti.

Softwarové vybaveni pro zakladni vyhodnoceni genetické vzdalenosti nevyzaduji
zadné specifikace. DostateCny je klasicky tabulkovy editor a program vhodny pro
vypocet clusterové analyzy.
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e Jozova E., Rychla A, Curn V. (2021). Mikrosatelitové markery jako G&inny nastroj pro
hodnoceni Cistoty osiva. Seed and Seedlings XV. Sbornik referatd. p: 31-37.
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Priloha

Obrazova priloha ukazek nékterych SSR markert na agaré6zovém gelu
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Pouzity velikostni marker byl 100 bp od firmy NEB. Testované vzorky: 1(brokolice), 3
(kadefavek), 5 (kapusta hl.), 19 (kedluben b.), 26 (zeli bilé), 27 (zeli bilé), 86 (fedkev), 103
(zeli €inské).
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Obrazova priloha ukazek nékterych SSR markerl zobrazenych pomoci
Fragmentacéni analyzy

ol e . pr—
- — = = ;
e == e = — —
= J |
- - |
u - ‘
4 7 ‘
3 ] |
. | 3 !
- i - :hl
3 o ‘
' | - I
= I - LR
a3 v T " v ¥ T T T e 3 B 0] T E— ™ T 0 T T T = 3
z - ‘
= - |
=1 |
el - |
e |
3 ‘ |
b il = |
= / J |
E Il - M
- I - AN
= ‘ = = ‘
v m T " v v B3 = ™ e T - ™ ) v - " T D * ™ T ] T
ezl | -1
P - |
| -
Z |
Z | J
o - )
3 | -
= I i ,
= = Al ol
3 Al = Ll ik
e —— = = p— = = e = o

AR i o = -
=== o = = = = = = =
= = v - - + N — i) = i = = — =
- | - H
3 o z
3 | - [
! i = ;
- | ]
- I
= il - ‘”“;ﬂ'h
== T = _ - = =
- v " v v " " " T ¥ v r - 7 T T T T Foaoa a1 T - - T B -
- | 3
= I = 1
- | -
~ A A8 - ‘“‘
— = . -
- ¥ " v " " v " * v v r J— * " T ™ * T £ * - ) * B =
- | 3
= i -
. | 2
! | B I
- I I\ = }\
= i - !
s s - v S S
i =




Jozova E. a kol. (2022): Metodika pro hodnoceni genetické variability u brukvovitych zelenin

2=  am =]
e s e ] -
== = = = = = — = - -
* . * . ¥ * F * 3 3 v ® * 5 z = . m . E * E - = z
R I T f
i - i
7 I | il
- I =1 I
= = . = =
T T T T T * N T T T ¥ 7 T v o + 2 * 3 * * v
) |
1 -
] | |
| -
- I |
- | -
I
- | -
=1 | -
- "
4 -l |
- i
| I
| =t I
- | IS,
A
= ; e
— T T T T " r T * r 7 T v " T v T T T ™ v
-l I |
| ‘ -
- - 1
=z "
- I
- | o )
i} = || R — - —

Vyse vlozené obrazky zobrazuji ukazku nékterych SSR primeru a jejich moznych velikosti alel.
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Pouzité roztoky

roztoky pro izolaci DNA

2x CTAB-PVP
sloZzeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
CTAB 2% 29 1049 2049 doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
Tris 100 mM 1,219 6,059 12,114 g +HCI = pH 8-8,2
EDTA 20 mM 0,75¢ 3,723 g 74469 +NaOH = pH 7,8-8
NaCl 1,4 M 8,29 40,915 g 81,83 g
PVP 1% 19 5¢g 109
dH20 doplnit do pozadovaného objemu
5% CTAB
sloZzeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
CTAB 5% 59 25¢g 50¢g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
NaCl 0,35 M 2,049 10,27 g 20,4 ¢
dH20 doplnit do poZadovaného objemu
1x TE pufr
sloZeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 10 mM 0,121g¢g 0,605¢g 1,2114 g | doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
+HCI = pH 8-8,2
EDTA | 1mM 0,03723 g 0,1865g | 0,3723g | +NaOH =pH 7,8-8
dH20 doplnit do poZadovaného objemu

25
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pufr pro elektroforézu

5x TBE
sloZzeni | konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 0,445 M 5449 2749 54 g
kys. 0,445 M 2,759 13,75 27,59
borita
EDTA 0,5 mM 2 mi 10 ml 20 ml doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit
dH20 doplnit do poZadovaného objemu

pfiprava agarézového gelu
1,5% v 1XTAE

objem gelu mnoz. agarozy [g] |mnoz. vody mnoz. pufru TAE |mnoz. Et. Br. [ul]
[mI] [ml] [ml]

50 0,75 49 1 5

100 1,5 98 2 8

150 2,25 147 3 8-10

200 3 196 4 12-13

3% v 1IXTBE

objem gelu mnoZ. agardzy [g] |mnoZ. vody mnoz. pufru TBE |mnoz. Et. Br. [ul]
[mi] [ml] [mi]

50 1,5 40 10 5

100 3 80 20 8

150 4,5 120 30 8-10

200 6 160 40 12-13
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