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Cil metodiky

Hof¢ice je druhou nejvyznamnéjsi brukvovitou olejninou péstovanou v Ceské republice.
Nejbéznéji péstovanym druhem je v nasich podminkach hofcice bila (Sinapis alba L.), ktera
patii mezi tradi¢ni ceské olejniny. Je Slechténa zejména k produkci semene vyuzivaného pro
potravinarské vyuZiti na vyrobu hotc¢ic nebo jako kofeni pfi konzervaci zelenin. Rovnéz je
péstovana jako velmi vyznamna meziplodina. V mensi miie se v Ceské republice jesté péstuje
hotcice sarepska (Brassica juncea L.).

Pro uspésné vyslechténi novych odrlid je nezbytna vhodna volba rodicovskych komponent pro
krizeni. Proto je tfeba znat jejich vlastnosti, nejen morfologické a kvalitativni, ale nezbytna je
i znalost jejich genetické podobnosti. Molekularni markery mohou byt vhodnym néstrojem,
jak odhalit geneticky velmi podobné rodi¢e a zamezit tak zuZzovani genetické diverzity.

Cilem této metodiky je popsat takové molekularni analyzy, diky kterym bude Slechtitel, popf.
jiny uZivatel schopen rozpoznat nejen jednotlivé druhy hofcice, ale zejména rozpoznat
jednotlivé odrldy. Diky charakteristickym spektrdm marker( u jednotlivych odrid, bude
mozna jejich presna identifikace a bude mozné odhalit zamény genotypu, hodnotit pravost
odrid, urcit smésné vzorky, popt. nevyrovnané odrady.

Metodika popisuje detailni postupy pfipravy rostlinného materidlu, izolaci DNA o dostatecné
kvalité a koncentraci, postupy PCR analyzy, pfesny popis pouzitych mikrosatelitovych markert
véetné jejich charakteristik, pripravu vzorkd pro fragmentacni analyzu a doporuceny postup
pro vyhodnoceni vystupll z fragmentacni analyzy.
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Vlastni popis metodiky

Uvod
Hofcice bila (Sinapis alba L.) je druhou nejvyznamnéjsi brukvovitou olejninou péstovanou
v Ceské republice a Ceska republika je spolu s Kanadou a Ukrajinou jednim z nejvétsich
svétovych producentl a vyvozcl této plodiny. Hofcice bild je péstovana jak pro produkci
semene, tak jako meziplodina na zelené hnojeni. VyuZiti mda i pfi péstovani v ekologickych
biopdsech, kde je vyznamnou nektarodarnou a pylodarnou plodinou pro vcely.

Hofcice bila pochazi z oblasti Blizkého vychodu a Stfedomofi, ale tato plodina je po tisicileti
péstovana po celém svété s rozlicnym uplatnénim (Hemingway 1995; Hanelt 2001; Ruan et al.
2019). Hofcice bila je odolnd vici suchu (Kumari et al. 2020) a je odolnd vici zavainym
chorobdm a hmyzim $kddcdm (Bodnaryk a Lamb 1991), vykazuje fytosanitarni biofumigaéni
vlastnosti (Valdes et al. 2011) a je také dileZitou nektarodarnou a pylodarnou rostlinou pro
véely (Masierowska a Pietka 2014). V mensi mite se v Ceské republice jeté péstuje hoicice
sarepska (Brassica juncea L.). HofcCice Cerna (Brassica nigra L.) a horcice habeSska (Brassica
carinata Braun) se u nas nepéstuji (Miksik et al. 2007).

Hofcice bila je Slechténa zejména k produkci semene vyuZivaného pro potravinarské vyuziti na
vyrobu pochutin nebo jako kofeni pfi konzervaci zelenin (Baranyk, 2010). Pokrutiny po lisovani
oleje obsahuji vysoky obsah bilkovin (37 %) a dalSich nutri¢né cennych latek, které jsou velmi
chutné pro hospodaiska zvirata. Dale je hofcice vyuzivana jako meziplodina pro zelené hnojeni
a na pici, pro zakladani vymrzajiciho mulce pro vysev kukufice nebo slunecnice a také pro
zelené hnojeni s antinematodnim uc¢inkem proti hadatku repnému (SDO, 2020). Osevni plochy
maji v poslednich letech spiSe kolisajici charakter. Za poslednich 15 let byla nejvétsi osevni

evvs

s rozlohou cca 10 tis. ha.

Ackoliv hotcice nedosahuje tak vyznamného pokryti osevnich ploch jako ostatni olejniny, je
tfeba vénovat jejimu Slechténi pozornost i pro jeji Siroké vyuZiti v zemédélstvi a potravinarstvi.

Pro Uspésné vyslechténi novych odrid je tfeba volit vhodné rodi¢ovské komponenty. Proto je
tfeba znat jejich vlastnosti, nejen morfologické, ale i genetické. Molekularni markery jsou
velmi vhodnym néstrojem k odhaleni geneticky velmi podobnych rodi¢ovskych komponent a
diky tomu je mozZné zamezit zuzovani genetické diverzity. Jednim z nejpouzivanéjsich marker,
které dokazi detekovat vzdalenost ¢i podobnost na uUrovni genotypu jsou mikrosatelity
(Havlickova, 2014). Vyuziti mikrosatelitll u hofcic je vyhodné i kvuli dobré znalosti celého
genomu a velkému mnoZstvi znamych specifickych SSR primer pro rod Brassica (Curn et al.,
2012), ¢i poutZiti cross-species mikrosatelitovych primerl odvozenych napf. od druhu
Arabidopsis (Bell a Ecker, 1994). Hodnoceni diverzity v markerovych lokusech je v soucasné
dobé nejproveditelnéjsi strategii pro charakteristiku diverzity mezi horcicemi. Molekularni
markery nabizeji nejlepSi odhad genetické diverzity, protoZe jsou nezavislé na vlivu
environmentalnich faktord (Havlickova et al. 2014).

11



Jozova E., Curn V. (2023): Optimalizovani metodika stanoveni diverzity genetickych zdroji hoicic
s vyuzitim molekularni biologie

Pro ovéreni vhodnosti této metodiky bylo vyuZito sortimentu 353 odrid a Slechtitelského
materidlu tfi druhl hotcic — Sinapis alba, Brassica nigra a B. juncea. Veskeré osivo bylo
poskytnuto spolec¢nosti OSEVA PRO, Vyzkumny Uustav olejnin Opava. Konkrétné bylo
testovano: 204 genotypu pro druh Sinapis alba, 36 genotypl pro druh Brassica nigra a 113
genotypU pro druh Brassica juncea. Pro hodnoceni mikrosatelitovych marker( byly pouzity
primery: BoREM1b, BolAB19TF, BoPC34, P381, D3, D11, D12, P7, P9, P30, P35.
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Izolace DNA z rostlinného materidlu

Pfiprava rostlinného materialu pro extrakci DNA
Rostlinny materidl, ktery je pouzivan pro extrakci DNA muUZe byt nékolikerého typu. Mize se
jednat o semenny materiadl nebo vzorky zelenych rostlin. V pfipadé semenného materialu je
nejprve nutné semena vyset. Vysevnim materidlem muze byt klasicky vysevni substrat nebo
perlit. Pokud je poutZit perlit nedochazi pak ke kontaminaci rostlinek substratem pro dalsi
pouziti. Rostliny se nechaji vyrast do faze plné vyvinutych déloznich listk(, tento proces trva
priblizné jeden tyden. Odbér vzork( pro izolaci DNA v této fazi se jevi jako optimalni, protoze
koncentrace DNA je velmi vysoka a délozni listky jsou velmi mékké a je mozné je velmi snadno
homogenizovat. DalSim typem materidlu jsou plné vyvinuté pravé listy. U tohoto typu
materidlu mohou zpdsobovat problémy pfi izolaci a purifikaci DNA napf. silice. Cerstvy
materiadl je moiné ihned extrahovat. V pfipadé, Ze je nutné vytvofit smésné vzorky je
nejvhodnéjsi material nechat Setrné vysusit v papirovych saccich vlozenych do silica gelu po
dobu pfriblizné jednoho tydne. Po dikladném vysuseni se vSechen materidl prevede do 2 ml
sterilnich mikrocentrifugacnich zkumavek. Pridaji se 2 sklenéné kulicky a materiadl se
homogenizuje pomoci homogenizatoru (napt. 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 extrakce DNA. Pokud neni k dispozici roboticky homogenizator, je mozna rucni

homogenizace. ZaleZzi na mozZnostech a zvyklostech laboratore.

lzolace DNA pomoci modifikované CTAB-PVP metody (Doyle, 1991)
Tato izolaéni metoda je vhodnd pro izolaci DNA z vétSiho mnozstvi rostlinného materidlu.
Ziskana DNA je velmi kvalitni a Cistd, pfi dlouhodobém skladovani nedegraduje. Ovérena doba
pouziti DNA je az 4 roky. Takto Cistd DNA je velmi vhodna pfi vyuZziti metod jako je napfr. AFLP,
SSR a ISSR.

Metoda je zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret komplex s
nukleovymi kyselinami, ktery je pti vysoké koncentraci soli rozpustny (0,7M NaCl), ale pfi
snizené koncentraci soli (0,45M NaCl) vytvafi srazeninu (Murray a Thompson, 1980). CTAB
zaroven pusobi jako detergencni Cinidlo, které uvolriuje DNA z komplexu membrdn a protein(.
Na zakladé rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA jej Ize oddélit a ziskat dostatecné

Cistou rostlinnou DNA.

13



Jozova E., Curn V. (2023): Optimalizovani metodika stanoveni diverzity genetickych zdroji hoicic
s vyuzitim molekularni biologie

Chemikalie:

ethanol (96%, 70%)

2x CTAB-PVP extrakéni pufr (2% CTAB, 100mM Tris-HCl, 20mM EDTA, 1,4mM NaCl, 1%
PVP-40000)

2-merkaptoethanol

5% CTAB

chloroform : 1AA (24 : 1)

1x TE pufr (10mM Tris, ImM EDTA)

isopropanol

Pfistroje:

centrifuga s moznosti chlazeni, sada automatickych pipet, homogenizator, vortex,

tfepaci termoblok, termostat, analytické vahy, pH metr, mrazék, digestor

Pracovni postup:

14

ke zhomogenizovanému materidlu pridat 1000 ul extrakéniho pufru (990 pl 2x CTAB-
PVP +10 ul R-merkaptoethanol), materidl promichat s pufrem (v pfipadé cerstvého
materidlu nebo mensiho mnozZstvi listdl je mozné objem extrakéniho pufru snizit na
polovinu). PouzZitému objemu je nutné vybrat vhodny objem mikrocentrifugacnich
zkumavek (1,5 nebo 2,0 ml)

nechat 45-60 min inkubovat pfi 65 °C ve vodni |azni, 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

pridat 750 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 min nechat protfepavat (v pfipadé pouziti
polovi¢niho objemu extrakéniho pufru se pfidava pouze 500 pl chloroformu : IAA)
centrifugovat 5 min na maximum

prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek

pridat 1/5 (cca 100-200 pl) 5% CTAB a promichat

pridat 750 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 minut protfepavat (v pfipadé pouziti
polovi¢niho objemu extrakéniho pufru se pfidava pouze 500 pul chloroformu : IAA)
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 pl TE pufru a nechat 30-60 minut rozpoustét na tfepacce pfi 37 °C

pridat 2 objemy (600 ul) 96% studeného ethanolu (z mrazaku), 2-3x promichat
nechat v -20°C 20 min - 12 hod (pfes noc)

centrifugovat 10 minut na maximum pfi 4 °C

odstranit supernatant
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e pridat 1000 ul 70% studeného etanolu (z mrazaku) a promichat

e centrifugovat 2 min na maximum

e odstranit supernatant

e pridat 1000 ul 70% studeného etanolu a promichat

e centrifugovat 2 min na maximum

e prebytecnou tekutinu odpipetovat a nechat susit pfi 37 °C po dobu 15-20 minut
(nenechat pelet preschnout, Spatné se rozpousti)

e pridat 100 - 200 ul TE pufru (podle mnozZstvi peletu) a cca 40 minut nechat rozpoustét
pfi 37 °C

e skladovatv-20°C

Méreni koncentrace templatové DNA

Analyza mikrosatelitd je velmi citlivd na cistou DNA se stejnou koncentraci u vsech
pouzivanych vzork(. Proto je tfeba urcit 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 pritomnosti proteina.

Pro potifeby méreni koncentrace byl pouZit spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu).
Sledovany byly zejména parametry: koncentrace DNA vyjadrena v ng/ul, pomér 260/280,
ktery by mél byt videdlnim pripadé v rozmezi 1,8-2,0 a pomér 260/230, ktery by mél mit
hodnoty od 2,0 do 2,2.

Postup

e napipetovat 1,5 ul slepého vzorku dle pufru, ve kterém je DNA rozpusténa (1x TE pufr)

e postupné nanaset 1,5 ul kazdého vzorku (pfed nandsenim je potieba lehce promichat,
pred samotnym méfenim v programu vzorek popsat)

e vystupem je tabulka dat (koncentraci DNA a parametr( Cistoty) ve formatu pdf. nebo
xls.

Pokud DNA vzorku nedosahuje potiebnych hodnot, je tfeba vzorky precistit, napt. pomoci

octanu sodného.
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Metodika mikrosatelitové analyzy (SSR)

Nejvhodnéjsi metodou pro identifikaci odridd je mikrosatelitova analyza (SSR). Mikrosatelity
jsou kratké tandemové se opakujici repetice o délce 1-6 pard bazi. Di-, tri- nebo
tetranukleotidova opakovani jsou usporadana v tandemech po 5 — 50-ti kopiich (Ashkenazi et
al., 2001). Mikrosatelity mohou byt nalezeny jak v nekddujich, tak i kédujicich Usecich genomu
(Varshney et al., 2005). Mikrosatelity se fidi jednoduchou mendelistickou dédi¢nosti, proto
mohou byt pfi pouZiti pro velmi pribuzné druhy konzervativni, ovSsem pro odliSeni odrid se
ukazaly jako vhodny pomocnik (Pilinsky et al., 2011). Pocet opakovani jednotky v konkrétnim
misté DNA (lokusu) definuje alelu. Délku alely lze zjistit po elektroforetické/fragmentacni
analyze PCR produktd daného lokusu diky pouZiti primer( specifickych pro prislusny lokus
(Curn et al., 2012).

Analyza mikrosatelit(

Analyza mikrosatelitd je ¢asto vyuZivanou metodou pro identifikaci odriid. Vyhodou této
analyzy je pomérné velké mnozstvi znamych mikrosatelitnich lokus( a jejich vyskyt v genomu,
kodominantni dédi¢nost, dostupné techniky analyzy mikrosatelitnich (SSR) markeru a jejich
opakovatelnost (Seyfert et. al., 2008). Pro potifeby hodnoceni variability jak na druhové, tak i
odridové urovni byly optimalizovany postupy pro zndmé mikrosatelitové primery, ovsem
prvotné vyuzivané pouze pro hodnoceni mezidruhové variability (Louarn et al., 2007, Cui et
al., 2008). Konkrétné se jednd o tyto primery: BOREM1b, BolAB19TF, BoPC34, P381, D3, D11,
D12, P7, P9, P30, P35.

PCR reakce
Chemikalie:
- PPP master mix (Top Bio) nebo OneTaq® 2X Master Mix with Standard Buffer (NEB)
- templatova DNA (konc. 200 ng/pl)
- mikrosatelioté primery (konc. 10 pmol)
- PCRH0
Pfistroje:
- PCR thermocycler, vortex, mini centrifuga, sada automatickych pipet

16
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Fragmentacni analyza

Pro usnadnéni a zlevnéni analyzy lze dohromady vyuzit az 4 rGizné znacené fluorescencni
barvy, tzn. Ze vystupem je elekroforeogram s rlznymi barvami pik(i. Komplikaci mlze byt
vysoka porizovaci cena znaceni primer( a optimalizace vSech kombinaci tak, aby u vSech pikd
byla stejna intenzita zareni, kterd je vyjadrena vyskou pikl. Velikost jednotlivych pikd je
odecditana podle velikostniho standardu (LIZ 500, nebo LIZ 600). Dalsi moznosti Uspory pfi
fragmentacni analyze, ktera byla vyuZita pravé pro tyto Ucely, je vyuZiti univerzalniho
znaceného primeru, konkrétné byly pouzity znacené primery Ba02 nebo Ba03 (Enkerli et al.,
2001), které jsou standardné vyuzivany pro analyzu SSR u entomopatogennich hub. Tyto
univerzalni primery byly znaceny pomoci 6-FAM fluorescencni barvou. V tomto pfipadé jsou
pouzivany pouze jako znaceny marker a neovliviuji vlastni hodnoceni. Princip nasedani
primer( je zobrazen na obrazku 1.

JelikoZz u nékterych SSR primer( jsou rozdily vPCR produktech v pfipadé porovnani
jednotlivych odrlid jen v jednotkach bazi, je tfeba vyhodnocovat vysledky sofistikované;jsi

metodu, jakou je fragmentacni analyza.

Amplifikované fragmenty jsou znaCeny fluorescencni znackou, kterd je navazana na specifické
primery. Dochazi k naznaceni vZdy jednoho primeru (forward). Vystupy jsou ve formé pika.

Jeden pik odpovida jedné alele.

PCR reakce

SloZeni PCR reakce pro amplifikaci mikrosatelitu
e 5 ul Master Mix
e 3,75 ul PCR vody
e 0,1 ul kazdého primeru (10 pmol)
e 0,05l BSA
e 1 ul DNA (5-10 ng/ul)

Teplotni cyklus:
(Louarn et al., 2007):
- pocatecni denaturace 5 min 94 °C
- 31cykla 1 min 95 °C
1 min 52 °C/59 °C
1 min 68 °C/72 °C*
- konec¢na elongace 5 min 68 °C/72 °C*
- stop oo 4°C

* teplota 68 °C plati pfi pouZiti master mixu OneTag® 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)

17



Jozova E., Curn V. (2023): Optimalizovani metodika stanoveni diverzity genetickych zdroji hoicic
s vyuzitim molekularni biologie
Optimalizace reakci probihala na thermocycleru Biometra TProfessional Gradient (Analytik

Jena, Némecko) podle nasledujiciho teplotniho profilu:

Priprava vzorku pro FA:

10 ul Hi-Di Formamide

0,5 pl Size Standard GeneScan 500 LIZ
1 ul PCR reakce

takto pfipraveny vzorek inkubovat pfi 94 °C po dobu 5 minut
ihned zchladit po dobu minimalné 2 minut

Fragmentacni analyza probihala na genetickém analyzatoru ABI3500 (Applied Biosystems).

Vyhodnocovani fragmentu probihalo v programu GeneMapper (Applied Biosystems).

Sekvence pouzitych primeru pro FA a jejich charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1.

T'T1 SSRusek —
I'T1 usek DNA mimo SSR .cyklus
I'TT primer
fluorescenéné znacéeny primer 1 cyklus MTTTTTTTTTITT
' Ll i1l iigg
A Y

D DNA polymeraza /'

. enaturace@/ :_u i |5|' \ )
/ LIl i i1 i1 iaiig
N\

A =

(NEEEEEEEEE

Obrazek 1 Schéma nasedani fluorescencné znaceného primeru v PCR reakci
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Tabulka 1 Popis specifickych primerd a jejich vlastnosti pfi pouZiti pro fragmentacni analyzu

Primer sekvence annealing MM Redéni* amplifikace polymorfismus
B.juncea B.nigra S.alba druhovy odrady

BoREM1b | Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Louarnet | F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CTC CGA AAG TGG o )

al, 2007) | GGAAAGG 59°C | Top 1:5 A N A A A
R: TGT GTC AGA AAG CGA GAA GG

BolAB19TF | Zna¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Louarnet | F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CAA GCC ACC TCA 0 ]

al, 2007) | CCTTAG cC 59°C | Top 1:10 A A N A A
R: GAA ATC CCA GAG ACT GAA AAC C

BoPC34 Zna¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Louarnet | F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA CTC CAA GAC CGT o )

al, 2007) | AGA GGA GGA 59°C | Top | 1:10 A A A A A
R: AAG CCA ACA AAC TTC AAC AAC A

P381 Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Cuietal, | F:AACGCT ATG CCT TGA CGA CTA GTC GGT CGT o ) A

2008) CAG AAC A 52°C | Top | 1:10 A N <o A A

nékteré

R: ATG TGG CAT AAA ACT CGA

D3 Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Cuietal, | F:AACGCTATG CCT TGA CGA C GGA GCC AGG AGA o )

2008) GAA GAA GG 52°C | Top 1:10 A A A A A
R: CCC AAA ACT TCC AAG AAA AGC

D11 Zna¢ (Ba03): GCA TAG ATA TGT CTC GCA CC

(Cuietal, | F:GCATAG ATATGT CTC GCA CCG CCA ACT TAA o v

2008) TTG ATG GGG TC 52°C | NEB | Nefedit A N N A A
R: CCT CAA TGT TCT CTC TCT CT

D12 Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C

(Cuietal, | F: AAC GCT ATG CCT TGA CGA C ATG TCC GGA TAA o )

2008) CCG AAT CC 52°C | Top 1:5 A N N A A
R: GAA GCT TTT CAATTT TTAAGT T

P7 Zna¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C A

(Cuietal, | F:AACGCTATG CCT TGA CGA C TCC CCT CTT TCC o )

2008) TCT CTC TCT AGG 52°C | Top 1:5 A A R A A

nékteré

R: AAA CCT CTC AAA AAC CCC TAA ACG

P35 Zna¢ (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C A

(Cuietal, | F:AACGCT ATG CCT TGA CGA C TCC CAC GCC TTC 52°C Top 1:10 A N A A

2008) TAG CCT TC nékteré
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R: ACC GGA GCT TTT CTG TTG CC
P30 Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C A
Cuietal, | F:AACGCTATG CCT TGA CGA C AAA TTG TTT CTC .
(2008) TTC CCC AT 56°C | NEB | 155 A Stord N A A
nékteré
R: GTG TTA GGG AGC TGG AGA AT
P9 Znat (Ba02): AAC GCT ATG CCT TGA CGA C A
Cuietal, | F: AACGCT ATG CCT TGA CGA C AGG ACA CCA GGC .
(2008) ACC ATA TA 52°C | Top 1:10 A A R A A
nékteré
R: CAT TGT TGT CTT GGG AGA GC

* Amplifikované produkty maiji pfilis vysokou koncentraci, proto je nutné je jesté dale naredit, nejlépe PCR vodou.

Vzhledem k tomu, Ze byly hodnoceny genotypy nékolika druhl hofcic, doSlo u nékterych mikrosatelitl k nasedani primer( na vice mistech
v genomu. Konkrétné se jedna o tyto markery: D3 a P9. Na nasledujicich strankach jsou uvedeny vysledky specifickych amplifikaci alel pro

jednotlivé druhy hofcice. Slovni popis ,,ANO“ oznacuje, Ze alela se u tohoto druhu amplifikovala alespon v jednom genotypu.
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BoREM1b
173 175 181 184 186 187 190
Sinapis alba - _ANO ANO - - ANO -
Brassica juncea - - ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - - - - - ANO ANO
BolAB19TF
311 313 314 315 316 317 318
Sinapis alba - - - - - - -
Brassica juncea - ANO - ANO ANO ANO -
Brassica nigra - - - - - ANO ANO
BoPC34
143 149 150 151
Sinapis alba - ANO ANO ANO
Brassica juncea ANO - - ANO
Brassica nigra - ANO ANO ANO
P381
213 229
Sinapis alba ANO ANO

Brassica juncea ANO ANO
Brassica nigra ANO ANO
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D3_A
157 158 162 163
Sinapis alba ANO ANO ANO ANO
Brassica juncea - - - -

Brassica nigra - - - -

D3_B
167 168 170 171 176 178 179 182 183 184
Sinapis alba ANO ANO ANO ANO - - - - - -
Brassica juncea - - - - ANO - ANO - - -
Brassica nigra - - ANO - ANO ANO ANO ANO ANO ANO

D3_C
194 198
Sinapis alba - -

Brassica juncea - -
Brassica nigra ANO ANO

D3_D
185 188
Sinapis alba - -

Brassica juncea ANO ANO
Brassica nigra ANO ANO
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D12
338 340 342 344 346 348 351 357 362 364 366 368 370 374
Sinapis alba - - - - - - - - - - - - - -
Brassica juncea  ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - - ANO ANO - - - - - ANO ANO ANO ANO ANO
D11
158 162 168 170 174 176 180 182 186 192 194 196 200 205 210 215 220 224 226 230
Sinapis alba - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Brassica juncea  ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - - - - ANO ANO - ANO ANO - - - - - - - - - - -
P7
141 143 146 148 153 156 158 160 162
Sinapis alba ANO ANO ANO ANO ANO ANO - - -
Brassica juncea - - ANO - ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - - ANO - - - - - -
P9_A
125 130 132 134 135 136 138
Sinapis alba ANO - ANO - - - ANO
Brassica juncea - ANO ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - ANO - ANO - - -
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P9_B
145 151 152
Sinapis alba ANO ANO ANO
Brassica juncea - - -
Brassica nigra ANO - -
P30
153 155 157 166 168 172 174 196 205 210 217
Sinapis alba - - - - - - - - - - -
Brassica juncea  ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO - ANO -
Brassica nigra - ANO - ANO - - - - ANO ANO ANO
P35
145 149 151 152 153 155 157 159 161 163 173 177 183 185 187 189 191 193 195 197 199
Sinapis alba - ANO - ANO - - - - - - - - - - - - - - - - -
Brassica juncea  ANO ANO ANO - ANO - ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO ANO
Brassica nigra - ANO - - ANO - - - - - - - - - ANO - - ANO ANO - -
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Vyhodnocovani vysledkd analyzy

Vystupy z fragmentacni analyzy je nutné nasledné zpracovat, bud pomoci automatického
vygenerovani binarni matice nebo rucnim odecitanim, které je sice narocnéjsi, ale
presnéjsi. Kazdy mikrosatelitovy marker ma skladbu nékolika alel, které se pravidelné
vyskytuji a opakuji. Data Ize zaznamenavat formou binarni matice nebo formou matice
velikosti alel, ktera zaznamena, zda je jedinec homozygot ¢i heterozygot.

Na nasledujicich obrazcich jsou zobrazeny ukazky vystupt pro 8 ruznych jedinct
hodnocenych pomoci mikrosatelitového markeru P9 pomoci programu GeneMapper od
spole¢nosti Applied Biosystems a nasledné prevedeni do podoby binarni matice a matice
zobrazujici velikosti/délku alel.
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Obrazek 2 Vystup z programu GeneMapper pro osm nahodngch grnotypu hoiéic amplifikovanych pomoci
markeru P9
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Tabulka 1 Ukazka zaznamenani dat formou binarni matice

P9
vzorek 132 139 145 158 164
57 0 0 0 1 1

58 0 0 0 1 1
59 1 0 1 0 0
60 1 0 0 0 0
61 0 1 1 0 0
62 1 0 0 0 0
63 1 0 0 0 0
64 1 0 1 0 0

Tabulka je ukdzkou 8 redlnych vzorku uvedenych na obr 2 pro mikrosatelitovy marker P9
odectenych z vysledku fragmentacni analyzy. U tohoto markeru bylo odecteno 5 ruzngch
alel v rozsahu od 132 do 164 bp.

Tato forma zapisu je vhodna napf. pro vypocet matice podobnosti.
Similarity matrix
57 58 59 60 61 62 63 64
57 1,000
58 1,000 1,000
59 0,200 0,200 1,000
60 0,400 0,400 0,800 1,000
61 0,200 0,200 0,600 0,400 1,000
62 0,400 0,400 0,800 1,000 0,400 1,000
63 0,400 0,400 0,800 1,000 0,400 1,000 1,000

64 0,200 0,200 1,000 0,800 0,600 0,800 0,800
1,000

57 58 59 60 61 62 63 64

Matice podobnosti je vhodnym pomocnikem pfi vybéru rodic¢t pro dalsi kfizeni. Hodnoty
se pohybuji od 0 do 1. Cim vice se hodnota pfibliZuje &islu 1, tim vétsi podobnost mezi
dvéma jedinci je. Idealni je tedy vybirat ty rodice, ktefi jsou od sebe na zakladé této
analyzy vice vzdaleni. Tim bude zachovavana geneticka diverzita v ramci druhti a nebude
dochazet ke ztraté zajimavych a pro dané druhy charakteristickych genti/znakua. (Vyse
uvedeny vypocet matice podobnosti byl zpracovdn v programu MVSP za pouZiti algoritmu
Gower General Similarity Coefficient).
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Tabulka 2 ukazka zaznamenani dat formou velikosti alel

P9
57 158 164
58 158 164
59 132 145
60 132 132
61 139 145
62 132 132
63 132 132
64 132 145

Tabulka 4 zndazorriuje zaznamenadni dat ve formé velikosti alel. V pripadé vzorku 60, 62 a
63 se o jednd homozygota, ostatni odrudy jsou heterozygoti.
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Srovnani novosti postupU

Predkladanou metodiku “Metodika pro hodnoceni genetické variability u horcic” Ize hodnotit
jako novou. V soucasnosti neni k dispozici ucelend metodika pro hodnoceni genetické
variability na drovni druhové ¢&i odriidové se zaméFenim na hoicice péstované v CR. Dosud
dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich a monografiich, které
se zabyvaji problematikou molekuldrnich marker(i zejména na urovni rodové. Komplexni
vyhodnoceni pouZitelnosti jednotlivych markerd pak dostupné neni. Molekularni markery
predstavuji ve srovnani s morfologickymi ¢i biochemickymi markery kvalitativné novy pfistup,
ktery ma na jedné strané obrovsky potencidl vyuZziti, avSak na strané druhé i své limity. Realna
interpretace  molekularnich dat obvykle vyzaduje kvalifikovanou volbu vhodnych
a optimalizovanych postupU. Vyuziti analyzy molekuldrnich markert pro popis a charakterizaci
genotypl je predmétem predkladané metodiky. Vyhodou je moznost vybéru vhodného
postupu dle potreb Slechtitell a podle vybavenosti laboratore. Tyto molekularni markery jsou
optimalizovany tak, aby bylo mozné dostatecné presné urcit polymorfismus na drovni nejen
druhd, ale zejména odrld, popsat a identifikovat odrldy na molekuldrni Grovni a urcit i
genetickou vzddlenost analyzovanych odrid, resp. popsat miru genetické variability u souboru
analyzovanych odrid.

Popis uplatnéni metodiky

VyuZiti metodiky pro genotypizaci odrid hofcic pomoci SSR markerd v prvni ¢asti zahrnuje
teoreticky Uvod do problematiky. V praktické ¢asti jsou uvedeny presné protokoly od pfipravy
odbéru rostlinného materidlu a rlznych variant vstupniho 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 optimalizovdna pro rychlou a spolehlivou detekci k uceliim
odliseni odrld u nas péstovanych druhl hofcic. Jako vhodny molekularni marker se jevi SSR
markery, jejichz analyza je zaloZzena na amplifikaci Usek( obsahujici mikrosatelitové alely o
rdzné délce.

Ackoliv molekuldrni markery nejsou dosud standardné vyuzivany pro potfeby odliSeni odruid,
ale viceméné pouze k odliseni druhl (fada ekologickych a taxonomickych studii u hof¥cic),
mohou byt vhodnym doplrikem pfi hodnoceni morfologickych dat. Vyhodou téchto analyz je
zejména rychlost a moznost detekovat polymorfismus jiz vraném stadiu rostliny
nedestruktivni metodou a neni tfreba ¢ekat do doby, kdy jsou dobre hodnotitelné morfologické
znaky. Analyzy také nejsou ovliviiovany faktory vnitiniho a vnéjsiho prostredi.

UZivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté a Slechtitelské stanice, které mohou dle svych
laboratornich moznosti vyuZit analyzy molekuldrnich marker(i. Na zakladé této metodiky Ize
identifikovat odridy, hodnotit Cistotu a odriidovou pravost v priibéhu slechténi a mnozeni.
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Dalsi uplatnéni metody je pfi hodnoceni genetické odliSnosti odrid a vybéru vhodnych
rodicovskych komponent pro dalsi Slechténi. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim
spoleCnosti OSEVA PRO. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Molekularni markery popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam pro
semenarské ¢i obchodni firmy a Slechtitelska pracovisté (hodnoceni pravosti a Cistoty osiva,
odridové deklarace produktu — semen, selekce genotypl pfi Slechténi). Vzhledem k tomu, Ze
u vétsiny ekonomicky vyznamnych plodin dochazi k zuzovani genetické diverzity, mohou prave
molekuldrni markery velice rychle pomocis genetickym popisem a identifikaci odrid. Vyhodou
téchto marker( je, Ze lze analyzovat mladé rostliny nedestruktivnim zplsobem a po rychlé
analyze ponechat pouze rostliny Zddaného genotypu, ¢imZz se vyznamné snizi naklady na
dopéstovani a doba Slechténi jedné odrlidy se muzZe vyrazné zkratit. DllezZita je irychlost
analyzy, kdy pro detailni morfologickou analyzu je zapotiebi celd doba vegetace, v pripadé
molekuldrni analyzy jsou pak vysledky k dispozici i v fadu hodin.

Pro bézné vybavenou molekuldrné-biologickou laboratofr jsou ndklady spojené s analyzou SSR
marker( minimalni, pokud je ovSem dostacujici zobrazeni vysledk( pouze na agarézovém gelu.
Stadi zakladni pfristrojové vybaveni (termocycler, elektroforetickd vana, vahy, centrifuga,
pipety). Cena izolacniho kitu se pohybuje v hodnotach cca 15 tis — 25 tis. K¢ pro 250 vzorkd,
tzn. 60-100 K¢ na vzorek. Tento kit [ze zaménit za mnohem levnéjsi alternativu izolace pomoci
CTAB-PVP, kde ¢astka dosahuje pfiblizné tfetinovych nakladd. Tato metoda je sice pracnéjsi a
zdlouhavéjsi, ale vyizolovana DNA ma vyssi koncentraci kvalitnéjsi DNA 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 laboratofre.

Analyza mikrosatelitl pomoci fragmentacni analyzy vyZzaduje vyraznéjsi naklady na pofizeni
genetického analyzatoru, ktery se pohybuje radové v jednotkach milion(. Dalsi naklady jsou
spojené se syntézou znacenych primert. Kdy cena jednoho znaceného primeru se pohybuje
v fadech nizsich tisicl podle pouzité fluorescencni barvy. Tyto naklady jsou ale diky této
metodice vyrazné snizeny, jelikoZ pro analyzy jsou pouZity pouze 2 fluorescenéné znacené
primery na 11 klasickych primerovych paru, tzn. Usporu v fadu desetitisici korun. Naklady na
fragmentacni analyzu Ize ale snizZit nékolika zplUsoby. Geneticky analyzator neni nezbytnosti,
jelikoz analyzu si Ize objednat formou sluzby, kde cena jedné analyzy vychdazi do 100 K¢. | tyto
naklady lze redukovat a to vice zpUsoby. Napr. lze pouZit 4 znacené forward primery
s odliSnym fluorescenénim znacenim, které budou analyzovany soucasné v jednom béhu
fragmenentacni analyzy a tim se ndklady na sluzbu snizi ¢tyfnasobné. Popfipadé vyuziti
jednoho znaceného primeru, v tom pfipadé pak musi mit vysledné amplikony odlisné velikosti,
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aby se piky vzajemné neprekryvaly. Tato metoda je ovsem narocnéjsi na optimalizaci, pokud
je oviem optimalizace Uspésna, dochdzi k vyraznému snizeni nakladud, napf. pti pouZiti ¢tyr
markerQ v reakci pro fragmentacni analyzu dojde ke sniZzeni nakladd na ctvrtinu z pavodni
ceny.

Softwarové vybaveni pro zakladni vyhodnoceni genetické vzdalenosti nevyZaduji zZadné
specifikace. Dostate¢ny je klasicky tabulkovy editor a program vhodny pro vypocet
podobnostni matice a provedeni clusterové ¢i PCoA analyzy.
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Priloha

Obrazova priloha ukazek SSR markerd zobrazenych pomoci fragmentacni analyzy
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roztoky pro izolaci DNA

Pouzité roztoky

2x CTAB-PVP
slozeni konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
CTAB 2% 2g 10g 20g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
Tris 100mM 121¢g 6,05¢g 12,114 ¢ +HCl = pH 8-8,2
EDTA 20mM 0,75g 3,723 g 7,446 g +NaOH = pH 7,8-8
NaCl 1,4M 8,2¢g 40,915¢g 81,83¢g
PVP 1% lg S5g 10g
dH,0 doplnit do poZzadovaného objemu
5% CTAB
sloZeni konc. navazka pozndmka
100 ml 500 ml 1000 ml
CTAB 5% 5g 25¢g 50g doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
NaCl 0,35M 2,04g 10,27 g 204¢g
dH,0 doplnit do poZzadovaného objemu
1x TE pufr
slozeni konc. navazka poznamka
100 ml 500 ml 1000 ml
Tris 10mM 0,121g 0,605¢g 1,2114 ¢ doplnit vodou na % celkového
objemu a rozpustit pfi 65 °C
+HCl = pH 8-8,2
EDTA 1mM 0,03723 g 0,1865 g 0,3723 g +NaOH = pH 7,8-8
dH,0 doplnit do poZzadovaného objemu
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