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Uvedeni problému a cil metodiky

Pomérné vyznamnym problémem soucCasného Slechténi je nedostateCny rozsah
genetické diverzity a s tim souvisejici omezena dostupnost zajimavych genetickych
zdroj, donorl pozadovanych znakl a vlastnosti. K ochuzovani a zuzovani
genetické diverzity dochazi v souvislosti s rozvojem moderniho Slechténi poCatkem
20. stoleti vlivem intenzivniho Slechténi zaméfeného na omezeny rozsah viastnosti
a vlivem péstovani vysoce vykonnych, ale ¢asto pomérné blizce pfibuznych odrtd
zemeédélskych plodin.

Neustalé zuzovani pocCtu péstovanych druht a odrdd a jejich ploSné rozsSifovani
vedlo ke genetické erozi, ¢aste€né &i uplné ztraté krajovych odrid a zuzovani
genetické diverzity. Nasledky nedostateCné genetické diverzity Ize spatfovat ve
ztraté vyznamnych genu, genetické zranitelnosti a rovnéz v omezeni genetického
zisku u kvantitativnich znakud, které je jen obtizné prekonatelné. Zranitelnost
a negativni dopad velmi zuzené genetickeé diverzity 1ze dokumentovat na pfikladu
kukufice ¢i citrusu, kdy v souvislosti s masovym pouzivanim T-typu cytoplasmatické
pylové sterility v produkci hybridd kukufice dosSlo pocCatkem 70. let v USA
k vyraznému snizeni vynost v dusledku rozsSifeni agresivniho kmene
Helminthosporium maydis. Péstovani jen nékolika odrid citrusu na Floridé vedlo
k rozSifeni mutantniho silné virulentniho kmene Xanthomonas campestris
a k nasledné epidemii a zni€eni 20 milion citrust (Chloupek 2008).

U intenzivné Slechténych plodin klesa rozsah genetické variability a morfologické
znaky jiz nestaCi k identifikaci nové vznikajicich odrdd a k definovani jejich
fenotypové variability kvali viivim mnoha faktor( prostifedi. To se odrazi i v asto
problematickém pouzivani testll DUS pro popis a pravni ochranu odrud (Fu et al.
2006; Yu a Chung 2021).

Snahou S$lechtiteld pak je rozsSifeni stavajici genetické diverzity, napf. vyuzitim
krajovych odrud, vzdalenou hybridizaci s taxonomicky vice vzdalenymi donory, ale
i aplikaci in vitro technik a cilené mutageneze.

Cilem metodiky je uvést presny metodicky navod pro provedeni
chemomutageneze, vedeni mutantnich generaci (M1-M2) a detekci
zmeén ve strukture genomu pomoci molekularni analyzy.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Mutacni Slechténi je Slechtitelskd metoda, ktera vyuziva rostliny s mutovanymi
znaky a vlastnostmi vzniklymi spontanné nebo i uméle a tyto slouzi jako vychozi
material k Slechtitelskému zpracovani. Mutacemi (z latinského mutare - ménit)
oznaCujeme nahlé, neusmérnéné, ale dédicné zmény znakl a vlastnosti. Jde
o zmény vzniklé na raznych urovnich genetické informace, dédi¢né predavané do
dalSich generaci. Mutageneze, kterou rozumime umélé vyvolavani mutacnich
zmén, pomaha rozSifovat genetickou promeénlivost rostlin. Maze pfispét k rozSifeni
genetickych zdroja pro pInéni ukolu Slechtitelského programu. Mutageneze ve
Slechténi plodin se vétSinou vyuziva v téch pfipadech, kdy kfizenim a jinymi
metodami nelze dosahnout zadaného cile.

Mutacni Slechténi jako Slechtitelska metoda ma svoji historii. Zakladem jsou prace
H. J. Mullera (1927) a J. L. Stadlera (1928) na jeCmeni a kukufici. Rozsahlé
vyuzivani umélych (indukovanych) mutaci ve Slechténi je spojeno s pracemi
H. Gaula (1963) a A. Gustafssona (1968). Obdobi 50. a 60. let 20. stoleti je
zadatkem mutaéniho Slechténi ve svété. VCR se v 60. - 70. letech rozvijelo
vyuzivani ucinku ionizacniho zareni na rostliny, a to byl i zacatek vyuzivani mutaci
ve Slechténi. Ke konci tohoto obdobi doslo ke stagnaci v rozvoji metody. V 80. letech
se pak zacala vyuzivat mutageneze na urovni explantatovych a bunécnych kultur
(Graman a Curn 1998).

V praktickém Slechténi je vyuZziti klasické mutageneze omezené a na zakladé
mutageneze vyuzitim pfimych mutaci bylo vySlechténo jen nékolik novych odrad.
V nasich podminkach je velmi znama odrida Diamant, radiomutant odridy Valticky,
ktera se vyznacCovala zkracenym stéblem, odolnosti k poléhani, zvySenym vynosem
zrna a dobrou sladovnickou jakosti. Dala zaklad vyslechténi odrtd jarniho je€mene
tzv. "diamantové rady".

Mutageneze se uplatriuje hlavné u samosprasnych druhu, nebot se u nich snaze
uchovavaji recesivni mutace, které se vyskytuji ve vétsiné pfipadli. Ve Slechténi
rostlin mély a maiji nejvétsi vyznam genové (bodové) mutace a mutace genomove,
tj. kvantitativni zmény v poc¢tu chromozomu. U rostlin pak pfevazuje vyuzivani
chemomutageneze a z hlediska indukce vysoké Cetnosti bodovych mutaci u rostlin
jsou vyznamnymi chemomutageny alkylaéni &inidla - N-nitr6zoslougeniny. Casto
vyuzivany etylmetansulfonat u rostlin zplUsobuje primarné bodové mutace na
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riznych mistech genu, Uplnou ztratu genové funkce, zmény v natasovani exprese
mRNA nebo zmény v aktivité proteinti (Repkova a Relichova 2001).

Uginek mutagenu zavisi na fadé &initel( vnitinich a vnéjsich. Citlivost rostlin ve
Slechtitelské praxi se vyjadfuje tzv. radiocitlivosti, coz je schopnost odolavat na
letalni pusobeni mutagenu. Jako kriticka davka se udava LD50, coz je davka
umoznujici preziti 50 % ovlivnénych rostlin. Na ucinek mutagend ma vliv fada
faktori, napf. koncentrace Oz v prostfedi, vihkost, teplota, ontogeneticka faze
rostlin, vlhkost semen. Ovlivnény organizmus reaguje fyziologickou reakci
azménou genetické informace. Objevuji se také efekty stimulace, modifikace
a morfézy a také uhyn rostlin, a to v zavislosti na davce zareni €i koncentraci
mutagenu.

Vzhledem Kk obtizné detekci mutaci a ne zcela uspéSnému vyuziti metod
indukované mutageneze ve Slechténi rostlin se od roku 2000 zacal vyuzivat pfistup
molekularni neboli reverzni genetiky prostfednictvim metody TILLING (Targeting
Induced Local Lesions In Genome, McCallum et al. 2000a). TILLING je metoda,
ktera umozfiuje fizenou identifikaci mutaci specifického genu a kombinuje
standardni a ucinnou techniku mutageneze za pouziti chemomutagenu s citlivou
technikou screeningu DNA, ktera identifikuje jednotlivé bodové mutace v cilovém
genu. Metoda je zaloZena na specifické amplifikaci pomoci polymerazové fetézové
reakce a tvorbé heteroduplext v misté polymorfizmu. Cilova mista heteroduplexu
s chybnym parovanim bazi v dusledku jednonukleotidovych polymorfizmd jsou
Stépena endonuklazou Cell a jednotlivé fragmenty odpovidaji mistdm polymorfizmu
mezi sledovanymi jedinci (McCallum et al. 2000b; Colbert et al. 2001). Moderné;si
postup spociva v amplifikaci genu zajmu, sekvenovani amplikont a identifikaci
bodovych mutaci (Tsai et al. 2011). Rostliny nesouci bodové mutace v genech
zajmu jsou dopéstovany a v potomstvu je sledovan fenotypovy projev mutace
(reverzni genetika — od genu k fenotypu). Nasledné jsou selektovany rostliny
s odliSnym fenotypovym projevem. Tento pfistup umozruje u€innou selekci novych
genotypu a jejich vyuziti ve Slechténi (Slade et al. 2005).

Zmeny v genetickeé struktufe vychozi a mutantni populace Ize sledovat i na zakladé
analyzy mikrosateliti. Mikrosatelity (SSR markery) predstavuji nejkomplexnéjsi
markerovy systém pouzivany pro hodnoceni genetické diverzity a genetické
struktury, protoZze maji mnoho zadoucich vlastnosti, jako je hojna distribuce
vgenomu (Kalia et al. 2011), schopnost tvofit multiplexy a kodominance,
tj. schopnost rozliSovat mezi homozygoty a heterozygoty (Guichoux et al. 2011).
Kombinace morfologickych a molekularnich markerd je navic vynikajici technikou
pro vybér optimalnich genotypu pro Slechténi pfi zachovani adekvatni genetické
diverzity (Heffner et al. 2009; Varshney 2021).
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Genomics-led predictive mutation breeding (TILLING)

O\\ ;3 EMS
~INo7 TN Sowat _
high
density 2
Treat
seeds a F/

Collect seed
from M, plants

Make DNA from
a leaf of each
M, plant from
which seeds

will be collected [

Collect selfed seed from one
M, plant per M, individual

Seed
stocks

Panel of C/G to
T/A mutations

Schéma vyuziti metody TILLING ve Slechténi rostlin (poskytnuto prof. lanem
Bancroftem).
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Postup chemomutageneze, vedeni generaci po mutaci
a molekularni analyzy

Chemomutageneze

Semena maku jsou vystavena uc¢inkim mutagenni latky EMS (etylmethansulfonat).
Jedna se o mutagenni slou€eninu produkujici nahodné mutace v genetickém
materialu substituci nukleotidi (Sega 1984).

Osivo maku pochazi zizolovanych, tj. samosprasenych rostlin, tak aby byla
zajisténa homozygotnost a homogenita oSetfovaného vzorku semen. Vlastni
oSetreni osiva se provadélo ve dvou variantach koncentrace EMS.

Semena maku se pred vlastni mutagenezi nechaji nabobtnat 18 hodin ve vodé. Po
této dobé se prebyteCna voda slije pfes sitko a k osivu se pfida roztok EMS
o ruznych koncentracich (napf. 0,5 %, 1 % a 1,5 % EMS). Banky se zabali do
alobalu (zamezeni pfistupu svétla — EMS se na svétle rozklada) a umisti se na
tfepacku.

EMS se necha pusobit po dobu 1 respektive 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po této
dobé se roztok EMS slije a nadoba s osivem se umisti pod proud tekouci vody po
dobu 30 minut, aby doSlo k ddkladnému vymytim mutagenu. U maku (&i jiného
rostinného materidlu s malymi semeny) je nutné zabezpelit osivo pfed
vyplachnutim z nadoby — napfiklad pfetazenim silonové sitky zabezpecené
gumickou. VSe staCi provadét nesterilné. Takto oSetfené osivo je pfipravené
k vysevu do pudy.

U chemomutagenem oSetfeného osiva se pred vysevem hodnoti kliivost. OSetfené
osivo je pfeneseno na navlhceny filtraCni papir a je proveden standardni test
kli¢ivosti. Jako idealni hodnota je povazovano vykli¢eni 75 % semen.

Pouzité pristroje a pomucky:

e digestof

o tfepacCka

e  90mm Petriho misky
e pinzeta

e kultivacni box/fytotron
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Chemikalie:

e EMS (etylmethansulfonat) - 0,5%, 1% a 1,5% roztok
e destilovana voda

Dopéstovani ovlivnéného materialu a vedeni TILLING
populace

Ovlivnéné osivo je po vymyti mutagenu uchovano ve zkumavkach s vodou. Osivo
je vyseto (vylito) do zahradnického substratu v truhlicich a po vzejiti jsou rostlinky
pfepikyrované do zahona.

VS8echny dopéstované rostliny je nutné izolovat technickymi izolatory proti
cizospraseni a po dozrani jsou individualné sklizené tobolky z jednotlivych rostlin.

Pouzité pristroje a pomiicky:

e sklenik

e pokusny pozemek
e vysevni substrat

e technické izolatory

Chemikalie:

e agrochemikalie a hnojiva pro oSetfovani pokusu

12
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Hodnoceni TILLING populace - obsah alkaloidi

U ziskanych rostlin M2 generace je provedena NIRS analyza obsahu a sloZeni
alkaloidd. Pro tvorbu FT-NIR kalibracnich modelu byly pouZity vzorky makoviny
materiall ze Slechtitelského programu a kolekce genovych zdroji (GZ) olejnin
kolekce Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin
a agrobiodiverzity analyzovanych laboratorni referenéni metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Kalibracni modely pro kvantitativni analyzu
pFisluSsnych analytd byly vyvinuty pomoci chemometrického programu Thermo
Scientific TQ Analyst (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Na zakladé ziskané
zavislosti mezi spektralni informaci a sloZzenim vzorku byly vytvofeny pro kazdou
kvantitativni analyzu zvlast kalibraéni modely pomoci algoritmu Partial Least
Squares (PLS) bez derivace. K vyvoji kalibracnich modell pro jednotlivé analyty
byly vyuzity rozdilné spektralni intervaly. Pokud vzorky vykazovaly velkou odchylku
mezi naméfenymi a predikovanymi hodnotami nebo objevila-li se spektralni
odchylka ve zméfeném spektru, byly ze souboru vylou€eny pomoci diagnostik
Spectrum Outlier, Leverage a Principal Component Scores. Byla vyjadfena
standardni chyba kalibrace (RMSEC) a korelacni koeficient kalibrace (R). Pro
oveéreni spolehlivosti, robustnosti a pfesnosti kalibra¢nich modell byla pouZzita uplna
kfizova a externi validace. P¥i kfizové validaci se vychazelo ze stejné sady vzorki
jako pfi kalibraci, byla vyjadifena chyba kfizové validace (RMSECV) a hodnota
korelacniho koeficientu kfizové validace (RCV). Externi validace byly provedeny
softwarové, automatickym vybérem validacnich standardd z kalibraéniho souboru.
Pfi vypoCtu chyby predikce byly validacni standardy =z kalibraéniho souboru
vylou€eny. Jejich pocet byl vZzdy roven pfiblizné 10 procentim z celkového poctu
standardt zadanych a rovhomérné pokryvaly kalibraéni intervaly. Byla vyjadiena
chyba predikce (RMSEP) a hodnota korelacniho koeficientu predikce (RP).

Vzorky a jejich priprava:

Vzorky makoviny byly pomlety na mlynku (typ IKA TUBE-MILL control). Doba mleti
Cinila 40 s pfi otaCkach 22 000 rpm. Po mleti se vzorek presil pfes sito s velikosti
otvoru 0,5 nebo 1 mm, tak, aby ve vzorku nezlstavaly vétsSi ulomky makoviny.
Nasledné byly vzorky homogenizovany dukladnym promichanim. Je nutno
dosahnout maximalni homogenity vzorku, protoze nedostate€na homogenita mize
vyznamné ovlivnit pfesnost a spravnost NIR analyzy. Upraveny a dokonale
promichany vzorek se rovnhomeérné nadavkuje do méfici kyvety v takovém mnozstvi,
aby bylo mozné kyvetu uzavfit. Nadavkované vzorky se umisti do méfici Casti
pristroje a nasnima se jejich NIR spektrum. Kazdy vzorek se méfi dvakrat (ve dvou
kyvetach).

13
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FT-NIR spektroskopie:

Mé&reni vzorku probiha na spektrometru napf. FT-NIR Antaris Il (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) na integrac¢ni sféfe v rezimu reflektance ve spektralnim rozsahu
10 000 — 4 000 cm™" pomoci softwaru Omnic for Antaris. Vzorky jsou proméfovany
v rotanich kruhovych kyvetach o praméru 30 mm a vySce 15 mm, které jsou
opatfeny kfemennym dnem propustnym pro NIR zafeni. Vysledné spektrum
kazdého vzorku je ziskano zpriimérovanim ze 128 scanu s rozliS§enim 2 cm™.

Pouzité pristroje a pomiicky:
e laboratorni mlynek

e FT-NIR spektrometr a software
e kruhové kyvety s kifemennym dnem

14
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Hodnoceni TILLING populace - detekce mutaci
v genech biosyntetické drahy alkaloidu

U ziskanych rostlin M2 generace je provedena molekularni analyza a detekce
mutaci v genech biosyntetické drahy alkaloidu.

Na zakladé sekvenovaného genomu maku byly vybrany geny, vhodné pro sledovani
mutace po chemické mutagenezi. Byly vybrany tfi geny, které nejsou v genomu
duplikovany (a pfipadna mutace by tak nemusela mit inhibi¢ni u€inek), zaroven
geny, které jsou pfiblizné stejné dlouhé, aby nedochazelo k disproporci pfi
sekvenacnim ovéfovani. Byla optimalizovana metoda izolace DNA tak, aby mohla
probihat z 96 vzorku rostlin najednou.

Semena maku setého byla vyseta do péstebniho kvétinace s 25 g Zivného substratu
a péstovany v kultivacnich boxech pfi rezimu dlouhého dne (16 hodin svétlo/8 hodin
tma) pfi 23 °C a svételné intenzité 150 pmolxm-2xs-1. Rostliny byly zalivany kazdy
druhy den 5ml odstaté vodovodni vody.

DNA byla izolovana s vyuzitim kitu NucleospinPlant 96 (Macherey Nagel,
Né&mecko), pfipadné EligenePlant (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika).

Vzorky rostlin jsou izolovany pfimo v mikrotitracni desticce po 96 vzorcich tak, aby
mohla byt vyizolovana DNA pfimo pipetovana do PCR reakce, ktera poslouzi pro
pripravu sekvenacnich reakci. Cely proces izolace DNA a nasledné PCR je tak
vyznamné Casove zkracen. V pripadé nizSiho poc&tu vzorkd, byla vyuzita individualni
izolace v 2ml zkumavkach, které jsou soucasti EliGene Plant kitu.

Izolovana DNA slouzi jako templat pro PCR reakci. Pro cilové geny metabolické
drahy alkaloidl jsou pouzity primery obohacené o sekvence umoziujici pfipojeni
barcodl, coz mnohonasobné zvySi mnozstvi screenovanych rostlin pro detekci
mutaci a béhem PCR reakce je DNA jedine¢né oznacena (barkddovana). Vzhledem
k cili analyz — detekce mutaci je nutno pouzit specifické DNA polymerazy pro high-
fidelity PCR (Hi-Fi PCR). Ziskané amplikony jsou sekvenovany a po vyhodnoceni
sekvenacnich dat jsou identifikované rostliny nesouci mutace.

Izolovana DNA slouzi jako templat pro PCR reakci. Pro cilové geny metabolické
drahy alkaloidd jsou pouzity primery, které byly navrzeny, aby pokryly geny v celé
jejich délce. Primery téchto genu jsou na konci obohaceny o sekvence, které slouzi
pro navazani barcodu (SMRTbell barcoded adapter plate 2.0 (v sou€asnosti je
k dispozici verze 3.0), PacificBiosciences, USA). Tyto primery musi byt upravené o
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blokujici skupinu (modifikace C6-amino, Elisabeth Pharmacon, Ceska republika).
Vyuziti barcodl mnohonasobné zvysi mnozstvi screenovanych rostlin pro detekci
mutaci a béhem PCR reakce je DNA jedine¢né oznacena (barkdédovana). Specificita
PCR reakci a Cistota pro sekvenovani byla ovéfena pomoci 1% agarézové
elektroforézy pfi 7,2 V/cm. Vzhledem k cili analyz — detekce mutaci je nutno pouzit
specifické DNA polymerazy pro high-fidelity PCR (Hi-Fi PCR). Ziskané amplikony
jsou sekvenovany a po vyhodnoceni sekvenacnich dat jsou identifikovana rostliny
nesouci mutace. Pro analyzu celych genu je vhodné pouzit sekvenovani s dlouhou
délkou ¢teni (napf. v nasem pfipadé PacBio Sequell SMaRT). Tyto sluzby poskytuji
rizné komercéni laboratofe (v naSem pfipadé DNAIlink, Jizni Korea).
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Obréazek 1: Biosynteticka draha alkaloidt u maku (Beaudoin and Facchini 2014; Cerveri et al. 2021).
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Tabulka 1: Sekvence primer(i pro vybrané geny biosyntetické drahy alkaloidu.

OLIGONUKLEOTID

C6-Amino 2 OD (40 nmol)
C6-Amino 2 OD (40 nmol)
C6-Amino 2 OD (40 nmol)
C6-Amino 2 OD (40 nmol)
C6-Amino 2 OD (40 nmol)

C6-Amino 2 OD (40 nmol)

KAT.CISLO  OZNACENI SEKVENCE

ol1.19

0l.1.19

ol.1.19

ol.1.19

ol.1.19

ol.1.19

SALAT-F-C6  gcagtcgaacatgtagctgactcaggtcacaagaggggtattctattcggtga
SALAT-R-C6  tggatcacttgtgcaagcatcacatcgtagGGATCATCTACCCGAAAACAACC
NCS2-F-C6 gcagtcgaacatgtagctgactcaggtcacAAACACTCGGAACCGCAAGT
NCS2-R-C6 tggatcacttgtgcaagcatcacatcgtagGAAAAATCCTGAACCTTAGAGTGGA
CNMT-F-C6 gcagtcgaacatgtagctgactcaggtcacGCTTGGGTTGATACCGGACC

CNMT-R-C6  tggatcacttgtgcaagcatcacatcgtagCGATGGTAAACAACACACAAAACG

Rostliny, u nichz jsou detekované mutace, jsou vybrané jako kmenové matky.
Potomstva téchto rostlin jsou vyseta, rostliny jsou zaizolovany a jsou ziskana
semena generace M3. Rostliny z téchto semen jsou vysety a kultivovany pro ucely
izolace DNA, sekvenovani a potvrzeni udrzeni mutaci v dalSi generaci.

Pouzité pristroje a pomiicky:

e sada automatickych pipet

e vortex

e analytické vahy

e magneticka michacka

e pH metr

e mrazak -20 °C

e centrifuga

e homogenizator na 96 jamkové destiCky
e inkubator zkumavek/96 jamkovych desti¢ek na 60°C

e PCR cykler

Chemikalie:

e DNA extrakéni pufr

¢ high-fidelity PCR master mix

e primery
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Hodnoceni TILLING populace - hodnoceni zmén
v genetické strukture rostlin po mutaci

U ziskanych rostlin M2 generace jsou provedeny molekularni analyza a hodnoceni
zmén v genetické struktufe po mutacnim zasahu.

Analyzy probihaji ze semen rostlin M2 generace. Semena jsou vyseta do vysevniho
substratu. Rostliny se nechaji vyrlst v laboratornich podminkach do velikosti
déloznich listkll, pfiéemz tento proces trva pfiblizné 14 dni. Po této dobé jsou
odebrany listky individualné z kazdé rostliny do papirovych sackua a vzorky jsou
uloZeny cca 7 dni v silicagelu. Diky tomu dojde k Setrnému vysuseni materialu. Po
jednom tydnu jsou vysusené rostlinky umistény do 2 ml mikrozkumavky s pfidanim
sklenéné kulicky a material je homogenizovan v automatickém homogenizatoru,
napf. Beat Ruptor 96 (Omni Interanational Inc., USA) po dobu 30 sec pfi maximalni
frekvenci.

Z takto pfipraveného homogenizovaného materialu je izolovana DNA pomoci
modifikované metodiky pro izolaci DNA z rostlinného materialu (Doyle, 1991). Tento
typ izolace je pro tento typ analyz ovéfeny a vhodny, diky vysoké koncentraci a
Cistoté DNA (Jozova et al. 2020).

Jako marker pro identifikaci mutantniho osiva jsou pouzity specifické
mikrosatelitové markery: Psom4, Psom17_B, OPEST026_B, OPESTO081c,
OPESTO053, OPEST106, SSR001, SSR57_A, SSR57_B, psSSR69 (Ondreickova
2017, VaSek 2020). Pfi analyze pro mak je postupovano podle metodiky Jozova a
kol. (2020). Vysledky PCR amplifikace jsou vizualizovany pomoci fragmentaéni
analyzy diky fluorescenéné zna¢enym forward primerdm. Vyhodnoceni probiha
v programu GeneMapper TM (ThermoFisher Scientific, USA).

Pouzité pristroje a pomucky:

e laboratorni homogenizator
e vodni lazen

e sada automatickych pipet
e vortex

e analytické vahy

e magneticka michacka

e pH metr
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e mrazak -20 °C

e centrifuga

e PCR cykler

e termoblok

e chladici blok

e geneticky analyzator pro fragmentaéni analyzu

Chemikalie:

e DNA extrakéni pufr (CTAB)
e PCR master mix

e PCRVvoda

e primery

e fluorescenéné znaceny primer

[ DMF

e polymery a pufry pro fragmentacni analyzu
e led
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Pfiklady vystupu

Obrazek 3: Rostliny maku z osiva ovlivnéného mutagenem po vysadbé do zahonu.
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1

Obrazek 4: Rostliny maku z osiva ovlivnéného mutagenem zaizolované proti cizospraseni.
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o Referencni ho dnoty (-‘? )

Obrazek 5: PLS kalibraéni model pro stanoveni obsahu morfinu. RMSEC = 0,113, R = 0,931.
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Obrazek 6: Kfizova validace modelu pro stanoveni obsahu morfinu. RMSECV = 0,193, RCV = 0,904.
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Gene ID Gene name Shortcut | CDS length | Chromosome Location whole gene length
113321914 salutandine synthase Sals 1518 11 NC_039368.1 (128249007 ..128250966) 1959
113339274 salutaridine synthase-like SalS 1521 Unplaced NW_020631041.1 (8601134. 8603100, 1966
113322262 salutandine reductase SalR 939 11 NC_039368.1 (128330274..128331968) 1694
113340174 salutaridine reductase SalR 942 Unplaced NW_020631041.1 (8574428..8576190, 1762
113321357 salutaridinol 7-O-acetyltransferase SalAT 1425 11 NC 0393681 (128319439 128321744, 2305
113347789 thebaine 6-0-demethylase T60DM 1095 2 NC_039359.1 (59955747..59958211) 2464
113347787 thebaine 6-O-demethylase-like T60DM 1095 2 NC_039359.1 (59933446..59935978) 2532
113347785 thebaine 6-0-demethylase-like T60DM 1095 2 NC_039359.1 (59911109..59913641) 2532
113311621 codeine O-demethylase CODM 1083 1 NC_039358.1 (198606455..198608421) 1966
113311630 codeine O-demethylase CODM 1083 1 NC_039358.1 (198677764..198679676) 1912
113328201 NADPH-dependent codeinone reductase 1-5 COR 966 Unplaced NW_020619603.1 (7219550..7221550) 2000
113294469 NADPH-dependent codeinone reductase 1-4 COR 966 7 NC 039364.1 (2467198 2469038) 1840
113340282 S-norcoclaurine synthase 2 NCS2 2103 Unplaced NW_020631041.1 (12957304..12960213) 2912
113283898 (RS)-norcoclaurine 6-O-methyltransferase 60MT 1041 5 NC_039362.1 (183999440..184000794) 1355
113294670 (8)-coclaunme N-methyltransferase CNMT 1056 7 NC_039364.1 (4136348..4138555) 2208
113314340 (8)-N-methylcoclaurine 3"-hydroxylase NMCH 1464 1 NC_039358.1 (208684986..208656784, 1799
113328451 (S)-N-methyleoclaurine 3"-hydroxylase NMCH 1467 Unplaced NW_020619603.1 (9494942 9496974) 2033
113283892 (8)-N-methylcoclaunne 3"-hydroxylase NMCH 1464 5 NC 0393621 (183738532..183740333, 1802
113339850 | 3“hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine 4-O-methyltransferase 2 | 40MT 1074 Unplaced | NW_020631041.1 (11170945..11172437) 1493
113327792 | 3"-hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine 4'-O-methyltransferase 1[ | 40MT 1065 Unplaced NW_020619603.1 (9452525..9454113) 1589

Tabulka 2: Geny biosyntetické drahy alkaloid( u maku.

Gen Pozice Typ mutace
CNMT 1205 SNP A->G
CNMT 1211 SNP T->A
CNMT 1256 SNP A->T
CNMT 1456 SNP A->T
CNMT 1695 SNP G->A
SalAT 2011 INS 30nt

Tabulka 3: Souhrn detekovanych mutaci v riiznych rostlinach odrady OPP19.
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Obrazek 7: Ukazka amplifikace mikrosatelitovych markerd. Obrazek 7A zobrazuje velikost alel pro
mikrosatelitovy primer OPEST106. Na spodni ¢asti obrazku je zobrazena alela u kontrolniho vzorku
odriidy OP-P-19 o velikosti 192 bp. V horni ¢asti je vzorek €. 1/137, u kterého jsou jasné patrné dvé
alely o velikosti 192 a 195 bp. Obrazek 1B zobrazuje velikost alel pro mikrosatelitovy primer
OPESTO026_B. Na horni ¢asti obrazku je kontrolni vzorek odridy Ametiszt s velikosti alel 245, v dolni
Casti je oSetfeny vzorek, u kterého se amplifikovaly alely o velikostech 245 a 249 bp.

druh genotyp | % pocet geneticky | % variabilnich

EMS | analyzovanych potomstev | odliSnych | odliSnosti | markert
Papaver OP-P-19 | 1 79 8 10,1 7z11*
somniferum | Ametizst | 1 60 4 6,7 5z12*
celkem 139 12 8,4

Tabulka 4: Charakteristika genetické odliSnosti.

* U maku nedochazi vzdy k amplifikaci vSech markert u jednotlivych odridy, proto je celkovy pocet
markerd odlisny.
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodicky postup chemomutageneze, vedeni
generaci po mutaci a identifikace rostlin nesoucich mutace v genech biosyntetické
drahy alkaloidd“ Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot v souc¢asné dobé neni
v Slechtitelské praxi k dispozici ucelena metodika pro aplikaci metody TILLING
u maku setého. Dosud dostupné informace jsou jen dilCi a rozptylené ve védeckych
publikacich a monografiich. Navic se tyto informace tykaji jinych plodin, nez je mak,
Papaver somniferum. Komplexni metodicky postup tedy k dispozici neni.

TILLING je metoda umoznujici Fizenou identifikaci mutaci zajmového genu
a kombinuje standardni a u€innou techniku mutageneze za pouziti chemomutagenu
s citlivou technikou screeningu DNA pomoci sekvenovani amplikonl, ktera
identifikuje jednotlivé bodové mutace v cilovém genu. Rostliny nesouci bodové
mutace v genech zajmu jsou dopéstovany a v potomstvu je sledovan fenotypovy
projev mutace. Tato metoda pfedstavuje aplikaci principu reverzni genetiky — od
genu k fenotypu — ve Slechténi rostlin. Potencial vyuziti tohoto metodického postupu
lze spatfovat v rychlé detekci rostlin nesouci mutace v zajmovych genech. Limity
pak predstavuje pozadavek na specifické pfistrojové vybaveni a vlastni praci
s chemomutageny. Je tfeba také zminit, Ze bodové mutace v genech se nutné
nemusi projevit na urovni fenotypu a vybrané mutantni rostliny je nutno provérovat
i z hlediska jejich fenotypového projevu. Predkladana metodika pak popisuje
vS8echny kroky chemomutageneze, vedeni generaci po mutaci a metody
molekularni analyzy a detekce mutaci.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro aplikace metodického postupu TILLING je na Slechtitelskych
pracovistich, pro které vyuziti tohoto postupu maze vést k ziskani novych donor
pozadovanych znakl a vlastnosti, k obohaceni a rozsSifeni genetické diverzity
pouzivanych genetickych zdroju a jejich zaclenéni do Slechtitelského programu.
Metodika v prvni ¢asti zahrnuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické Casti
jsou uvedeny pfesné protokoly chemomutageneze, kultivaci rostlin po muta¢nim
zasahu a protokoly molekularnich analyz pro detekci rostlin nesoucich mutace
v zajmovych genech.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci

mutaci, resp. rostlin nesoucich mutace v genech fidicich fenotypové znaky, na které
je zaméfeno Slechténi. To je zasadni posun oproti standardné provadénému
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mutacnimu zasahu a aplikace principu reverzni genetiky je velmi u€innym nastrojem
ve Slechténi rostlin. Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materiald
s genetickou predispozici pro danou vlastnost je naprosto kliCova pro uspésné
Slechténi rostlin. Tato metodika pak muUze umoznit pfenos znalosti a postupu
z akademickych pracovist do bézného provozu napf. Slechtitelskych laboratofi
a pracovist. Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, laboratore
Slechtitelskych firem, které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit tuto
metodiku pro rozsitfeni portfolia svych postupl a sluzeb. Metodika bude uplatnéna
prostfednictvim biotechnologické firmy OSEVA PRO s.r.o. S timto subjektem byla
uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Analyzy popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam z pohledu
Slechtitelskych pracovist. V diasledku nedostateCné Sife genetické variability
genetickych zdroji je velmi obtizné & nemozné dosahnout vytyCenych
Slechtitelskych cili. Metoda TILLING umoziiuje velmi pfesné cilenou identifikaci
mutaci v zajmovém genu a kombinuje standardni a ucinnou techniku mutageneze
za pouziti chemomutagenu s citlivou technikou molekularni analyzy.

Pomoci navrzeného metodického postupu Ize objektivné vyhodnotit pfitomnost
mutaci v cilovych genech (v metodice uvedené pfiklady se tykaji gent metabolické
drahy alkaloidl) a selektovat genotypy maku s odliSnym spektrem ¢&i kvantitou
alkaloidli. Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materiald je naprosto
klicova pro uspésné Slechténi rostlin.

Pro provedeni analyz je potfebné disponovat vybavenou molekularné-biologickou
laboratofi a laboratofi pro provedeni muta¢niho zasahu. Potfebnym pfistrojovym
vybavenim je pfistroj pro provedeni PCR analyzy, pfipadné geneticky analyzator
(fragmentacni analyzu a sekvenovani je ale mozné provadét formou sluzby na
specializovaném pracovisti). Naklady na cely metodicky postup pak zahrnuji vliastni
mutagenezi, kultivaci rostlin a molekularni analyzy. NejnakladnéjSim laboratornim
postupem je molekularni analyza, kde typova cena PCR analyzy a sekvenovani je
pak na urovni 1000 K& K této cené je nutné zapocCitat naklady na pofizeni
pristrojového vybaveni, odpisy a energie. Pro molekularné biologickou laboratof
uvedeny metodicky postup muze znamenat zajimaveé rozSifeni portfolia nabizenych
sluzeb a ekonomicky pfinos v podobé zisku z provadénych analyz. V SirS§im
kontextu pak =zcela zasadnim pfinosem pro Slechtitelské pracovisté je
novoslechténi/odriida s pozadovanymi vlastnostmi.
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