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Sada primerit pro rozlifeni rodi¢ovskych linii a hybridnich jedinci v osivech vybranych
odrid zeli hlavkového analyzou mikrosatelitni DNA

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka sady primerd pro amplifikaci mikrosatelitni DNA metodou polymera-
zove fet€zové reakce (PCR) k néslednému stanoveni mnoZstvi hybridnich a nehybridnich jedincd
v osivech vybranych odriid a tim k ureni miry genetické &istoty osiva téchto odrid.

Dosavadni stav techniky

KfiZenim inbrednich rodi¢ovskych linii vznikaji F1 hybridni rostliny, které svymi vlastnostmi
v disledku heterézniho efektu prekondvaji vlastnosti rodiGovskych rostlin. Tento jev je vyuzivan
pi tvorb¢ tzv. F1 odrid, které jsou v segmentu zelinafstvi stale vice preferovany diky své buj-
nosti ristu, uniformité, rezistenci k chorobdm, toleranci ke stresim a uZitednym péstitelskym
vlastnostem jako je ranost a trvanlivost. Chovani F1 hybridnich rostlin v riznych podminkéach je
také lépe predvidatelné, viechny rostliny by mély reagovat stejnym zpiisobem. Sjednocené vy-
vojové faze vyhovuji velkoproducentim. O vzristajici po€et F1 hybridnich odrid rodu Brassica
na trhu se zaslouzily pfedevsim semenaiské firmy (Izzah a kol., 2013).

Nevyhodou F1 hybridnich rostlin je nutnost udrZovani jejich rodi¢ovskych linii a finanéni na-
kladnost nasledného kontrolovaného k¥iZeni. Jednou z nejdileZitéjsich vlastnosti kvalitniho osiva
je pravost hybrida. Je proto duleZité, aby dodavatelé pted uvedenim na trh osiva kontrolovali
jejich genetickou Cistotu. Dosavadni postupy pro tuto kontrolu jsou vsak &asové a prostorové
naro¢né, obvykla praxe v semenafskych firméch dosud spodivala v prostém vysazeni a kontrole

uniformity porostu.

Genetické markery, tvofené dvojicemi primerii, vychazejici z metody SSR (Simple Sequence
Repeat) jsou v souasné dobé vyhodnymi molekularnimi markery pro identifikaci genetické &is-
toty u mnoha plodin vzhledem ke své vysoké uéinnosti a jednoduchosti aplikace. Metodou SSR
jsou sledovany jednolokusové vicealelické, tandemové repetice o délce 1 a2 6 bazi, které mohou
byt opakovéany vice neZ stokrat (Tautz a Schlotterer, 1994) a které oznalujeme jako mikrosate-
litnf DNA. Rozdily v po¢tu repetic mezi rostlinami mohou byt zjistény pomoci PCR polymera-
zové fetézové reakce (PCR; Weber a May, 1989). Mikrosatelity se vyznaduji vysokou mirou
variability v po¢tu opakovén{ jejich motivi, kter se pfi PCR analyze projevi jako vysok4 mira
délkového polymorfizmu amplifikovanych fragmentd DNA. Vyhodou analyzy mikrosateliti je
Jejich hypervariabilita, kodominance alel, hojny vyskyt v genomech eukaryot, potfeba malého
mnoZstvi DNA, vysoka reprodukovatelnost a stdlost v ramei jedincii dané odriidy.

V literatuf'e byly popsény studie testovani genetické &istoty hybridniho osiva a SSR markert pro
rozliSeni F1 hybridnich rostlin u n&kterych druhi rostlin. Naptiklad Sudharani a kol. (2014)
identifikovali SSR markery pro testovani hybridnosti a genetické &istoty osiva u kukufice (Zea
mays L.). Dalsi studie zabyvajici se genetickou ¢istotou osiva a SSR markery byly provedeny
napf. u sluneCnice (Pallavi a kol., 2011), manioku (Mohan a kol., 2013), séji (Zhang a kol., 2014)
a raj¢at (Liu a kol., 2008).

Pro rozliSeni hybridnich a nehybridnich jedinci v osivech zeli hlavkového (Brassica oleracea var.
capitata L.) pomoci metody SSR (Simple Sequence Repeat) bylo dosud nalezeno a publikovano
jen nekolik mélo vhodnych markert, které navic byly navrZeny pro odriidy s piivodem z Asie (Ye
et al. 2013 — systém SSR markeri pro odriidu Sugan 21; Liu et al., 2007 — systém SSR markert
pro odridu Zaoxia 16; Tomita et al., 2013 - systém SSR markeri pro odridu YR Kinshukyory-
oku 152). Podobné systémy pro odridy registrované v zemich EU &i ve statni odriidové knize CR
chybi.

Podstata technického feSeni

Cilem technického feseni je poskytnout sadu primert pro rozlideni rodi¢ovskych linii a hybrid-
nich jedincl v osivech vybranych odrid zeli hlavkového analyzou mikrosatelitni DNA, jejiz pod-
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stata spociva v tom, Ze pro odridy Dynamic, Target, Avak a Hornet, které byly vybrany ze statni
odriidové knihy CR pro zeli hlavkové, obsahuje tato sada primerti nésledujici dvojice:

prvni dvojici primert

5"- GTGTGAATGGTGGACAGTCG-3" a

5'- TGCTGAGATTGACTCCGTTG-3’ (dvojice dale vedena také jako SSR marker Br211I),
druhou dvojici primert

5'- GTTAAGTGTGGCGTTAGAGG-3" a

5. CCTTGGTACATGCCACTGAA-3’ (dvojice dale vedena také jako SSR marker Br251I),
tieti dvojici primert

5'- TCCCAACAAAAGAGTCCA-3" a

5- CAGCGAACCGAGTCTAAA -3’ (dvojice dale vedena také jako SSR marker Br291I),
¢tvrtou dvojici primeri

5 -TTGTTGTAATCCGTACAAGTT -3 a

5'- CAGAAGAGGAGGGGGATA-3’ (dvojice dale vedena také jako SSR marker Br301I)
patou dvojici primerd

5’- AGTCGGGCTCGTATATCTCG-3" a

5- GTTTCGTGGCGGAAATTAGA-3’ (dvojice dale vedena také jako SSR marker Br32II),
a Sestou dvojici primerti

5'- TTTCCGAAACTTGTCGTTAT -3" a

5'- CGCTGTAAGCATTGTTGTAA-3’ (dvojice déle vedena také jako SSR marker Br33II),

které jsou pHi aplikaci na redlna osiva vyse uvedenych 4 odriid schopny dle schématu v Tabulce
&. 1 rozlisit hybridni a nehybridni jedince v okruhu odrid Dynamic, Target, Avak a Hornet.

Tabulka &. 1 Vybrané SSR markery (+) pro rozli§eni F1 odrid a piisluinych rodi¢ovskych linii

Odriida

Oznaceni SSR markeru | Hornet | Dynamic | Aavak | Target
Br21 11 +
Br2511 + +
Br2911 + +
Br30 11 +
Br32 11 +
Br33 1l +

* znaménko plus oznaduje SSR markery vhodné pro rozligeni hybridnich a nehybridnich jedinct
u dané odrudy.

Tyto ovéfené kombinace dvojic primeri, respektive SSR markerti, pro PCR reakei vytvafeji
vhodnou formu signalu a umoziiuji tak rozlisit hybridni jedince a jeho rodi¢ovské linie u osiv zeli
hlavkového odriid Dynamic, Target, Avak a Hornet. Tim je moZné hned pfed distribuci osiv do
prodeje zarudit kvalitu osiva a pfedchézet piipadnym reklamacim ze strany zdkazniku.
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Objasnéni vyvkresu

Podstata technického feSeni je dale objasnéna na piikladech jeho uskuteénéni, které jsou
popsany s vyuZitim pfipojenych vykrest, kde na:

obr. 1 je schematicky znazorén piiklad vhodné formy signélu ve formé fragmentd ziskanych
amplifikaci vybranych SSR markert.

Priklady uskuteénéni technického feseni

Pfed samotnou analyzou osiva né€které z odriid Dynamic, Hornat, Avak, Target je potiebné vybrat
jeden ze sady SSR markerii uvedenych v tabulce ¢. 1, ktery je schopen rozlisit pro danou odriidu
hybridni a nehybridni jedince. U odriidy Hornet je tedy moZné vybrat 2 SSR markery (Br25 II
a Br30 II), u odridy Dynamic také 2 SSR markery (Br29 II a Br32 II), u odriidy Avak jeden SSR
marker (Br21 II) a u odridy Target 3 SSR markery (Br25 II, Br29 II a Br33 II). Primery odpovi-
dajici vybranym SSR markertim jsou pak ptidany do polymerazové fetézové reakce (viz nize).

Dale nasleduje izolace DNA z jedinci, ktefi jsou soutasti daného osiva. Poget analyzovanych
jedinci pfitom uruje pfesnost stanoveni genetické istoty osiva. Napiiklad pro ovéfeni v praxi
pouZivaného poZadavku na maximalné 4% zastoupeni nehybridnich jedincti v osivu je potiebné
analyzovat alespofi 80 semen daného osiva. Vzhledem k tomu je tedy obvykle potieba analyzovat
vetsi pocet jedinch a pro celkovou rentabilitu analyzy je potom vhodné zvolit pro izolaci DNA
levny a rychly postup. Pro tyto ucely se ukdzala jako dostadujici metoda expresni izolace DNA
odvozend od postupu popsaného Klimyukem a kol. (1993).

Potfebny pocet semen odriid Hornet, Avak, Dynamic a Target byl nakli¢en, a byly odebrany
prvni dva listky z 80 jedinct kazdé odridy, které byly vloZeny do zkumavek a zmraZeny na
-60 °C. Izolace DNA probé¢hla expresni izolaci dle Klimyuk a kol. (1993).

Nésledovala amplifikace — namnoZeni DNA pomoci metody PCR. V piikladném provedeni byla
amplifikace DNA provedena v objemu 12 mikrolitri reak&ni smési.

V tomto piikladném provedeni reakéni smés obsahuje 2,5 mikrolitru 5x PCR pufru dod4vaného
s pouzitou DNA polymerazou; 0,75 mikrolitru MgCl, o koncentraci 25 milimolarni; 0,1 mikroli-
tru dNTPs o koncentraci 25 milimolarni; 0,25 mikrolitru jednoho z dvojice primerti o koncentraci
10 mikromolérni; 0,25 mikrolitru druhého z dvojice primerii o koncentraci 10 mikromolarni;
1 jednotku Taq polymerazy. Nasledné je reakéni smés doplnéna vodou pro PCR bez DNiz
aRN4z do objemu 12 mikrolitrii. V poslednim kroku je DNA izolovana z daného vzorku osiva
(o koncentraci 10 az 20 nanogrami na mikrolitr) pfidana v objemu 2 mikrolitri vzorku ke 12 mi-
krolitrim reakéni smési.

Polymerazova fetézovéa reakce PCR probihd v tomto piikladném provedeni v termocykleru pii
nésledujicim teplotnim profilu: 3 minuty pfi 94 °C, nasleduje 10 cykld skladajicich se ze ti
kroki:

- 45 sekund pii 94 °C,

- 30 sekund pfi teploté o 10 °C vy$§i, nez je teplota Tm uvedend v Tabulce &. 2 pro piislusny
SSR marker, pfi¢emz v kazdém z 10 cykld dochézi ke sniZeni teploty o 1 °C,

- a 30 sekund pti 72 °C.

Nasleduje 25 cyklu skladajicich se ze ti krok:

- 30 sekund pfi 94 °C,

- 30 sekund pii teplot€ Tm uvedené v Tabulce €. 2 pro ptislusny SSR marker a
- 30 sekund piti 72 °C.

Cely program je ukoncen krokem 7 minut pti 72 °C.
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Tabulka &. 2 PouZité primery, jejich sekvence, optimalizovand teplota pro hybridizaci primert
— Tm a o¢ekévana velikost amplifikovanych produktd

Ocekavana
Oznaceni velikost pro-
; : : Tm duktu
SSR mar- Sekvence prvniho a druhého primeru °C)
keru (v parech
bazi)
GTGTGAATGGTGGACAGTCG 49
Br21 11 220-260
TGCTGAGATTGACTCCGTTG
GTTAAGTGTGGCGTTAGAGG 47 '
Br2511 140-200
CCTTGGTACATGCCACTGAA
TCCCAACAAAAGAGTCCA 44
Br29 11 150-180
CAGCGAACCGAGTCTAAA
TTGTTGTAATCCGTACAAGTT 46
Br30 II 100-150
CAGAAGAGGAGGGGGATA
AGTCGGGCTCGTATATCTCG 49
Br32 II 150-200
GTTTCGTGGCGGAAATTAGA
TTTCCGAAACTTGTCGTTAT 43
Br33 11 280-380
CGCTGTAAGCATTGTTGTAA

Pro rozlifeni namnoZenych fragmentd DNA ziskanych u testovanych jedinci jsou vzorky na-
sledné separovany na horizontalni elektroforéze na 2% agar6zovém gelu. Pouze u odridy Dyna-
mic bylo vhodné vysledky amplifikace ziskané pfi pouZiti primeru Br32 II otestovat i na agaroze
se nadstandardni separaéni schopnosti (vysledky byly sice lépe viditelné, ale analyza byla pra-
covné a finanéné naro¢néjsi). DNA byla zviditeln&na pidavkem nékterého z interkalagnich bar-
viv pro DNA. Elektroforetické zdznamy byly fotograficky zdokumentovény na UV transilumi-

natoru pomoci fotoaparatu propojeného s PC.

Informace o hybridnim charakteru jedince byla ziskdna porovnanim signélu tohoto jedince a ro-
di¢ovskych odriid. Piitom bylo vyuZito vlastnosti kodominance u SSR markerd, kdy u diploid-
nich druht jako je zeli, jedna alela pochazi od jednoho z rodi¢d, druha od druhého rodice a hyb-
rid vznikly jejich kiiZenim obsahuje tedy alely obg. Tyto alely byly na agar6zovém gelu viditelné
jako pruhy, viz obr. I, ktery znazortiuje piiklad fragmentd ziskanych amplifikaci vhodného SSR
lokusu. Razeni vzorki na obr. 1 je: F1 hybridni odrida, prvni rodi¢, druhy rodi¢, M - hmotnostni
a molekularni standard (pro uréeni velikosti PCR produktu, tj. jednotlivych alel, ktera se udava
v parech bazi DNA), 1 + 2 - vzorky hybridnich potomkii.

Viech Sest dvojic primerd amplifikovalo produkty, jejich kombinace byla schopna odliSit Fi
hybridy a rodi€ovské linie. U odridy Dynamic dva z testovanych SSR markeri (Br25 IT a Br32
IT) produkovaly pruhy obou rodi¢ovskych rostlin u F1 hybridi. Pomoci téchto markerd byla ge-
neticka &istota hybridniho osiva odriidy Dynamic stanovena na 100 %. U odridy Hornet dva
z testovanych SSR markert (Br29 II a Br30 II) produkovaly pruhy obou rodi¢ovskych rostlin u
F1 hybridt. Pomoci téchto markerti byla geneticka ¢istota hybridniho osiva odriidy Hornet stano-
vena na 98,57 %. U odridy Target tfi z testovanych SSR markert (Br25 II, Br29 II a Br33 II)
produkovaly pruhy obou rodiovskych rostlin u F1 hybridii. Pomoci téchto markerd byla gene-
ticka Cistota hybridniho osiva odriidy Target stanovena na 98,57 %. U odridy Avak byl stanoven
jako vhodny jeden primer (Br21 II). Pomoci tohoto markeru byla geneticka Cistota hybridniho
osiva odridy Avak stanovena na 96,3 %.
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Primyslova vyuZitelnost

Sadu primeril dle technického feSeni leze pouZit pro rychlou a spolehlivou kontrolu a sledovani
stavu genetické Cistoty potomstev osiv odriid Hornet, Avak, Dynamic a Target a jejich rodi¢ov-
skych linii napfiklad pfed uvedenim osiva na trh.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primer@ pro rozliSeni rodi¢ovskych linii a hybridnich jedincti v osivech vybranych
odrtd zeli hlavkového analyzou mikrosatelitni DNA, vyznaéujici se tim, Ze pro od-
ridy Dynamic, Target, Avak a Hornet, které byly vybrany ze statni odridové knihy CR pro zeli
hlavkové, obsahuje nasledujici dvojice primerii:

prvni dvojici primerti
5'- GTGTGAATGGTGGACAGTCG -3" a
5’- TGCTGAGATTGACTCCGTTG -3,
druhou dvojici primerti
5'- GTTAAGTGTGGCGTTAGAGG-3" a
5'- CCTTGGTACATGCCACTGAA-3,
treti dvojici primert
5’- TCCCAACAAAAGAGTCCA-3 a
5'- CAGCGAACCGAGTCTAAA’-3,
¢tvrtou dvojici primert
5-TTGTTGTAATCCGTACAAGTT -3’ a
5’- CAGAAGAGGAGGGGGATA -37,
patou dvojici primert
5'- AGTCGGGCTCGTATATCTCG -3" a
5’- GTTTCGTGGCGGAAATTAGA -3,
a Sestou dvojici primert
5'- TTTCCGAAACTTGTCGTTAT -3" a
5’- CGCTGTAAGCATTGTTGTAA -3".

1 vykres
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