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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je vytvofeni podrobného navodu pro vyuZiti molekularnich
markera pro rychlou a spolehlivou identifikaci rezistence/senzitivity hrachu setého
(Pisum sativum L.) k houbovym a virovym chorobam hrachu: vyristkové mozaice
hrachu (PEMV) a padli. Postup je navodem pro polymerazovou fetézcové reakci
(PCR) a naslednou restrikcni analyzu s aplikaci pro Slechténi hrachu a hodnoceni
genovych zdroju.

2. POPIS METODIKY

21. Uvod

Hrach patfi mezi nejrozSifenéjsi druhy luskovin, péstuje se v celém mirném pasmu
prevazné jako jarni plodina pro lidskou vyzivu a krmivo pro hospodarska zvirata.
Je péstovan prfedevsSim pro semena, ktera maji vysoky obsah bilkovin (21-24 %
hrubych bilkovin), ktery je asi 2 x vy3Si nez u obilovin. Skladba aminokyselin je
aminokyselin, vy$si obsah vitaminu i mineralnich latek.

Virus vyrlstkové mozaiky hrachu (PEMV - Pea enation mosaic virus) je
hrachu. Je pfenosny msSicemi a k pfenosu dochazi jiz po kratké dobé sani. Mezi
typické a nezaménitelné projevy na rostlinach hrachu, kromé& vyrastkd, patfi i
mozaika pfechazejici v typické ,dvarky“. Pozdéji vznikaji deformace lusk, snizuje
se HTS (Hull, 1981). Dédi¢nost rezistence proti viroze PEMV zajistuje dominantni
gen En (Schroeder a Barton, 1959), dle literatury lokalizovany ve tfeti vazebné
skupiné LGIIl (Marx et al., 1985; Yu et al., 1995, Randhawa a Weeden, 2009).
Virus mlze zpusobovat vyznamné vynosové ztraty od 10 az do 100 % (Hull, 1981;
Jain et al., 2013).

Padli hrachu (Erysiphe pisi DC., Ascomycetes) je specializovana forma E. pisi f.
sp. pisi (Hammarl) Boerema, schopna patogeneze pouze na hrachu. V teplejSich a
susSich péstitelskych oblastech zpusobuje kazdoro¢né vynosové ztraty v rozmezi
10-60 % (Nagaraju a Pal, 1990; Heringa et al., 1969; Tivari et al., 1997).

Prakticky veskeré odrudy polniho a dfefnového hrachu v dosavadni historii
hybridizaci rodi€ovskych genotypl a (2) pozdéjsi mutagenezi (chemomutageneze
a radiomutageneze; cca od 50. let minulého stoleti; Blixt, 1972; Jaranowski, 1976)
vétSinou nasledovanou pozitivnim vybérem v ramci rdznych Slechtitelskych
schémat. Cely proces byl znaéné zdlouhavy naro€ny na péstebni plochy, praci a
finance.

Polymorfismy nukleovych kyselin se vyznaluji pfitomnosti variabilnich pozic v
DNA, v nichz se vyskytuji dvé nebo vice variant alel, které jsou v populaci
zastoupeny v urcité frekvenci. Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) oznacuje
variabilni stav pouze v jediném nukleotidu na konkrétnim misté v genomu. SNP se
mohou vyskytovat napfic celym genomem. V kdédujicich nebo regulacnich
sekvencich DNA mohou ovlivnit vysledny fenotyp daného jedince, avSak jejich
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CastéjSi vyskyt je zaznamenan v nekddujicich oblastech DNA, kde v§ak mohou byt
ve vazbé s geny ovlivhujicimi fenotypovy projev zkoumaného znaku. Geneticky
marker je detekovatelny gen nebo variabilni sekvence DNA, u které je znamo jeji
umisténi na chromozomu nebo kontigu. Lze je rozdélit na markery fenotypové,
jejichz projevem je pozorovatelny rozdil ve fenotypovém projevu alel, biochemickeé,
u nichz je mozno detekovat vznik rozdilnych proteinovych produktli (izoenzymi), a
DNA markery, které se [iSi na urovni sekvenci nukleotidi. Mezi posledné
jmenované patfi markery zalozené na délkovém polymorfismu fragmentd DNA
vzniklych restrikCnim Stépenim (RFLP), analyza polymorfnich segmentid DNA
zalozena na PCR a celogenomové markery zalozené na sekvenaci DNA, ke
kterym se fadi i detekce a analyza SNP.

Prudky rozvoj molekularni genetiky, funkéni genomiky a vysoce vykonného
celogenomového sekvenovani umoziuje v idealnim pfipadé pfimo identifikaci a
lokalizaci genl na jednotlivych chromozomech v ramci vazebnych skupin,
respektive molekularnich DNA markert s pfedmétnymi geny tésné svazanych.
Tomu musi pfedchazet detailni fenotypovani, tedy popis vybranych kvalitativnich
¢i kvantitativnich znakl dle klasifikatoru dané plodiny a jejich pfifazeni k datim
genotypovym nastroji bioinformatiky (GWAS analyza). Kombinace metod
molekularni genetiky (v€etné recentniho ,pfecteni“ kompletniho genomu hrachu) a
bioinformatiky dava Slechtitelim hrachu k dispozici ucinny nastroj pro zpresnéni,
zrychleni a financni zefektivnéni procesu selekce a tvorbu kvalitativné novych a
konkurenceschopnych odrid hrachu (Dostalova et al., 2020; Ludvikova et al.,
2022).

Jako alternativa k vyuziti molekularnich markerd pro vyhledavani zdroju rezistence
byly v minulosti ve firmé Agritec jako vysledek experimentl s genetickymi
modifikacemi hrachu za pomoci konstrukt( na bazi fragmenti obalového proteinu
virl vyrustkové mozaiky hrachu (PEMV) a svinovani listd hrachu (Pisum Seed-
borne Mosaic Virus - PSbMV) vytvofeny linie hrachu se zvySenou odolnosti ke
zmin&nym virovym patogentim (Svabova a Griga, 2009).

2.2. Padli u hrachu

Erysiphe pisi DC. (Ascomycetes) je specializovana forma E.pisi f. sp. pisi, schopna
patogeneze pouze na hrachu. Genetické zdroje rezistence hrachu proti padli byly
objeveny jednak v peruanskych populacich hrachu (Harland, 1948), a jednak
v komeréni odrudé difefiového hrachu Stratagem, odvozené z mexické populace
Mexique 4 (Pierce, 1948; Cousin, 1965). Dosud byly u hrachu identifikovany ftfi
geny rezistence k padli, jmenovité er? (Janila et al., 2004), er2 (Tiwari et al., 1999)
a Er3 (Cobos et al.,, 2018), umisténé na vazebnych skupinach LGVI, Il a IV.
Studie prokazaly, Ze gen er1 je homologem lokusu ,O0“(MLO) (Pavan et al., 2011).
Nasledné analyzy identifikovaly celkem jedenact alel (er1—1 az er1—11; Devi et al.,
2022), z nichz er1-1 a er1-2 jsou vyuzivany Slechtiteli.

Na zakladé vyuziti GWAS mapovaci populace u souboru jedincu s Sirokou
genetickou zakladnou je hlavni variabilita rezistence k padli v nami analyzované
populaci hrachu zprostfedkovana zejména skrze geny lokalizované na
chromozomu 1 (vazebna skupina LGVI), dale pak na chromozomu 2, 4 a 5.
Markery lokalizované na chromozomu 1 se nejevily jako vhodné pro vyuziti
restrikce. Testované markery (74 a 76) lezi na chromozomech 5 a 2, odpovidajici
vazebnym skupinam LGlIll a LGI.
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23. PEMV
Virus vyrustkové mozaiky hrachu (PEMV — Pea enation mosaic virus) je

hrachu. Je pfenosny msicemi (napf. kyjatkou hrachovou - Acyrthosiphon pisum), k
pfenosu dochazi jiz po kratké dobé sani. Dobfe se pfenasi i mechanicky. Pfeziva
na jetelovinach nebo vikvich (Vichova, 2024). Pfiznaky napadeni (obrazky 1 a 2)
se projevuji zesvétlenim zilek, pruhlednymi chlorotickymi skvrnami a na spodni
strané listu tvorbou vyrlastka (enaci). Mezi typické a nezaménitelné projevy na
rostlinach hrachu, kromé vyrlstkd, patfi i mozaika prechazejici v typické ,dvarky*.
Pozdéji vznikaji deformace lusku, snizuje se HTS (Hull, 1981). MUzZe dochazet ke
zkraceni internodii a zakrslosti vegetaéniho vrcholu. Typické pfiznaky se vyskytu;ji
pfi teplotach kolem 22 °C, pfi vy$Si teploté muze dochazet k maskovani pfiznaku.

Ob. 1a2: fiznak napadeni PEMV

Dédicnost rezistence proti viroze PEMV zajiStuje dominantni gen En (Schroeder a
Barton, 1959), dle literatury lokalizovany ve treti vazebné skupiné LGIIl (Marx et
al., 1985; Yu et al., 1995, Randhawa a Weeden, 2009). Virus mize zpusobovat
vyznamneé vynosoveé ztraty od 10 az do 100 % (Hull, 1981; Jain et al., 2013).
skupiné LGlII, jez v referenCni sekvenci odpovida chromozomu 5 (Marx et al.,
1985; Randhawa a Weeden, 2009; Jain et al., 2013). Mapovani vyuzivajici
porovnani genu rezistence En dvou rodi€l rezistentni odrady Lifter a nachylné
odrady Radley (Jain et al., 2013) pomoci genotypovani SSR markerd u RILs
mapovaci populace poskytuje markery pro Slechténi za pfedpokladu, Ze Slechtitel
uzije tento konkrétni gen rezistence En. AvSak s vyuZitim GWAS mapovaci
populace u souboru jedincu s Sirokou genetickou zakladnou je zfejmé, Ze hlavni
variabilita rezistence kPEMV vnami analyzované populaci hrachu je
zprostfedkovana skrze geny na chromozomu 1 (vazebna skupina LGVI). Na
chromozomu 1 lezi i testované markery 78 a 81.

Rozdilné vysledky mapovani mohou byt dany odliSnym genetickym mechanismem
rezistence k PEMV v mapovacich populacich obou studii nebo i odliSnymi kmeny
viru PEMV vyuzitymi k infekci v provedenych testech. Vyhodou dosazenych
vysledkd GWAS studie je, Ze |ze jako donora genu rezistence vyuzit vy3Si pocet
puvodl hrachu a pfipadné Ize do Slechtitelského zaméru zahrnout a vzajemné
kombinovat i vy$8i poCet lokusu s niz§im efektem na znak rezistence k PEMV.


https://www.agromanual.cz/cz/atlas/skudci/skudce/kyjatka-hrachova

Metodika detekce nositeldl odolnosti viéi virovym a houbovym chorobam u hrachu (Pisum sativum L.)

2.4. Vyvoj metody

Za ucCelem identifikace DNA markerd spojenych s agronomickymi znaky (délka
rostliny, poCet vétvi, typ olisténi, tvar a barva semene, poCet a hmotnost semen,
HTS, odolnost vici padli a PEMV) a kvalitativnimi znaky semen (obsah N-latek a
Skrobu) byla provedena asocia¢ni analyza (GWAS) u hrachu setého (Pisum
sativum L.). Soubor 564 genotypl polniho a dfefiového hrachu byl hodnocen
v letech 2019 a 2020 na tfech lokalitach (Sumperk, Olomouc, Smrzice). Vybrané
genotypy hrachu pochazi z registrovanych komerénich odrid rodu Pisum, zdroju
rezistence k houbovym a virovym patogentim vyuzivanych ve Slechténi, odruad/linii
z kolekce z Ruska (ziskanych v projektu KONTAKT), planych druhud/forem rodu
Pisum, vlastniho novoslechténi polniho a dfefiového hrachu spole€nosti Agritec a
SEMO a mutantnich linii s nizkym obsahem kyseliny fytové. Vybér byl proveden
tak, aby pokryval genetickou diverzitu druhu a zaroven obsahoval Slechtitelsky
material selektovany ve vybranych znacich.

Pro zjisténi SNP variant byla pouzita metoda DArTseq analyzy sekvenovani
knihoven DNA s redukovanou komplexitou. K redukci komplexity je vyuzivan
systém kombinace dvou restrikCnich enzyml, znichz jeden je metylacné
sensitivni. V porovnani s jinymi metodami redukce komplexity genomu se
DArTseq zaméfuje na unikatni oblasti v genomu, které jsou Casto typické pro
genové oblasti s vysokou informativni hodnotou. Vysledky byly bioinformaticky
zpracovany, pficemz detekovany byly zejména jednonukleotidové polymorfismy
napfi¢ celym genomem. Vysledky celogenomového genotypovani byly nasledné
propojeny s pozorovanymi fenotypovymi daty pfi celogenomové asociacni studii
(GWAS), jejimz vysledkem byla identifikace konkrétnich SNP markert
asociovanych s danymi fenotypovymi projevy.

AsociaCni analyzou byla ziskana sada 376 SNP markerl spojenych s vySe
uvedenymi vlastnostmi, jejichZ pozice na jednotlivych chromozomech byla urCena
na zakladé referen¢ni sekvence hrachu. Pro detekci SNP je uvedena 69 bp dlouha
sekvence pfiléhajici k asociovanym SNP. Na zakladé referentni sekvence
(https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project) byly navrzeny
primery pro amplifikaci dané oblasti a dle konkrétnich SNP markerd vybrany
restrikEni enzymy umoznujici snadné testovani pfitomnosti referencni/alternativni
alely. Pouzité kombinace primerl a jim odpovidajici restrikCni enzymy jsou
uvedeny v tabulkach 3 a 5.

Test primerl a test nasledné restrikce byly provedeny se souborem 49 vzorkl se
znamymi fenotypy (32 Slechtitelskych linii z firmy Agritec, 8 registrovanych odrud
rezistentnich k padli, 8 linii s deklarovanou rezistenci k padli a vir6zam z kolekce
genovych zdroju a 1 plana forma hrachu).

Pro detekci mutaci byla nejprve izolovana DNA z rostlinného materialu. Listy
rostlin byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci Isolate || Genomic DNA
Kit (Bioline Meridian Bioscience) z nich byla izolovana genomova DNA dle
protokolu vyrobce. DNA ziskana ze 100 mg materialu byla rozpusténa ve 100 pl
eluéniho pufru a zamrazena.

Vyizolovana DNA byla pouzita pro PCR amplifikaci a restrikéni reakci s pouzitim
odpovidajiciho restrikéniho enzymu (tabulka 5). SloZeni reakéni smési pro PCR
bylo: 20-50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 pyM kazdého nukleotidu,
0,5 yM kazdého primeru a 0,5 U Dream Taq polymerazy (Thermo Scientific).
Produkty PCR reakce byly rozdéleny na 1,5% agarézovém gelu barveném
ethidium bromidem, nasviceny UV svétlem a nasnimany. Teplotni profii PCR
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reakci u markera 74, 76, 78 i 81 byl 94 °C/ 10 min a nasledné 35 cyklu:
94 °C/30s, 55°C/ 30 s, 72°C/ 60 s. ZavéreCna elongace byla 72 °C/ 5 min.
10 pl vzorku po PCR reakci bylo pro kontrolu naneseno na agarézovy gel. Zbylych
5 pl bylo Stépeno pomoci pfislusného restrikéniho enzymu a rovnéz naneseno na
gel (tabulky 5 a 6).

3. MATERIAL A METODY

3.1. Pristroje a pomucky

Termocykler pro PCR.

Centrifuga na mikrozkumavky 1,5 ml.

Analytické vahy.

Zarizeni pro horizontalni elektroforézu.

Zdroj stejnosmérného proudu pro elektroforézu.

Trepacka typu vortex.

Termoblok s nastavitelnou teplotou (55-65 °C).

Mikrovinna trouba na pfipravu agarozoveho gelu.

Zarizeni na fotodokumentaci gell (transluminator + fotoaparat).
Automaticke pipety s nastavitelnym objemem.

Spotfebni plasty (mikrozkumavky 1,5 ml, mikrohomogenizatory,
pipetovaci Spicky).

Stojan na zkumavky.

e Rukavice.

3.2. Chemikalie

VSechny pouZité chemikalie jsou Cistoty p.a. nebo oznacené jako vhodné pro
molekularni biologii. Pro pfipravu pufri se pouziva destilovana nebo
demineralizovana voda, pro pfipravu roztokll pro PCR a pro izolaci DNA se
pouziva sterilni demineralizovana voda.

3.2.1. Chemikalie pro izolaci DNA

e Tris (hydroxymethyl) aminomethan. TRIS
e Chlorid sodny. NaCl
e Kys. ethylendiamintetraoctova. EDTA
e Hexadecyltrimethylamonium bromid. CTAB
e Polyvinylpyrolidon. PVP
e Merkaptoethanol. ME

e Chloroform.

e Ethanol 75%.

e Isopropanol.
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3.2.2. Chemikalie pro PCR

Termostabilni Taqg DNA polymeraza (napf. Dream Taq, Thermo
Scientific).

Smés nukleotidd dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

10x koncentrovany pufr pro PCR (dle typu polymerazy).

Primery — viz tabulka 3.

PCR voda.

3.2.3. Chemikalie pro elektroforézu

Agardéza pro elektroforézu (napf. Agarose Molecular grade, BIOLINE).
TRIS baze.

Kyselina octova.

EDTA

Ethidium bromid.

Marker pro urCeni velikosti DNA fragmentl na gelu (napf. Gene Ruler
100 bp Plus DNA ladder, Thermo Fisher Scientific).

3.2.4. Chemikalie pro restrikéni reakci

Restriktaza dle konkrétniho markeru.
10x koncentrovany pufr (dle pouzité restriktazy).

3.3. Priprava roztokt a pufrui

Tabulka 1
Roztok Slozky MnozZstvi Poznamka
Extrakéni pufr TRIS baze 18,6 g Upravit pH na 8,0
s CTAB pro izolaci | CTAB 10g pomoci HCI, doplnit vodou
DNA EDTA 3,79 do 500 ml.
NaCl 409¢ Pfed pouzitim pfidat ME
PVP 59 (40 pl /100 ml roztoku).
voda 400 ml
Pufr 1xTE TRIS baze 1,219 Upravit pH na 8,0 pomoci
EDTA 0,37 g HCI a doplnit vodou do 1L.
voda 900 ml
Pufr S0XTAE TRIS baze 242 g Doplnit vodou do 1L, pH
kyselina octova |57,1 ml roztoku je 8,0.
EDTA 18,6 g
voda 900 ml
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3.4. Rostlinny material

Pro izolaci genomové DNA hrachu jsou vyuzivany Cerstvé, nepoSkozené a zdrave
listy hrachu. Listy se odebiraji ve sklenikovych ¢&i polnich podminkach, do
laboratofe jsou transportovany v chladicim boxu a jsou ihned zpracovany. Pro
potfeby dlouhodobého uchovani je mozné listy zamrazit pfi —-80 °C. VeSkeré
zkumavky je potfeba oznacit popisem pro identifikaci vzorku.

3.5. lzolace genomové DNA

3.5.1. lzolace genomové DNA metodou CTAB/chloroform

1. Paralelné umoziiuje pfFipravu vzorku dle kapacity centrifugy. Do
mikrozkumavek se vlozi cca 100 mg (ne vice) rostlinného materialu, pfida
se 500 ul extrakéniho pufru s CTAB a provede se homogenizace plastovym
mikrohomogenizatorem.

2. Obsah zkumavek se promicha na vortexu a vlozi do vyhfivaného
termobloku na 65 °C. Extrakce probiha 60 min za obCasného promichani
na vortexu.

3. Zkumavky se vyjmou z termobloku, po vychladnuti se k extraktu pfida
500 ul chloroformu. Smés se didkladné promicha na vortexu a provede se
centrifugace 15 min pfi 12000 rpm.

4. Horni vodna faze (300 ul) se odpipetuje do nové mikrozkumavky. Pfida se
15 pl roztoku RNAsy A. Inkubace probiha 30 min pfi laboratorni teploté.

5. PFida se 150 uyl 5M NaCl a 300 ul isopropanolu. Obsah zkumavky se lehce
promicha otoCenim. Provede se centrifugace 15 min pfi 12000 rpm.
Vysrazena DNA vytvafi bilou usazeninu na dné mikrozkumavky.

6. Provede se opatrna dekantace supernatantu, sediment zlstava ve
zkumavce.

7. Ksedimentu DNA se pfida 500 pl 75% ethanolu, obsah se promicha na
vortexu a provede se centrifugace 5 min pfi 12000 rpm.

8. Provede se opatrna dekantace supernatantu. Zbyly supernatant se odsaje
pipetou.

9. Sediment ve zkumavkach se rozpusti v 300 pl pufru 1xTE.

10.Ziskana genomova DNA se precisti pfesrazenim. Do zkumavek se pfida
30 pl 3M octanu sodného a 300 ul ledového isopropanolu. Vzorky umistime
do -20 °C nejméné na 1 hodinu (optimalné pfes noc).

11.Provede se centrifugace 15 min pfi 12000 rpom. Vysrazena DNA vytvari
bilou usazeninu na dné mikrozkumavky. Supernatant se odsaje pipetou.

12.K sedimentu DNA se pfida 500 pl ledového 75% ethanolu, obsah se
promicha na vortexu a provede se centrifugace 5 min pfi 12000 rpm.

13.Provede se opatrna dekantace supernatantu. Zbyly supernatant se odsaje
pipetou.

14.Sediment ve zkumavkach se rozpusti v 200 pl pufru 1xTE.

15. Takto ziskana DNA ma jiz dostateCnou Cistotu pro nasledujici aplikace.

Pozn. Primérny vytézek z list hrachu se pohybuje kolem 20—40 ng/ul DNA. Neni
nutné meéfit ¢i  kontrolovat mnozstvi a kvalitu izolované DNA pomoci
spektrofotometru a/nebo gelové elektroforézy. Toto Ize provéfit jen v pfipadé
pochybnosti nebo neuspéchu vysledku PCR. V pfipadé, ze PCR nevychazi
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optimalné, mulze byt FeSenim optimalizace teplotniho profilu pro konkrétni
laboratof (nejlépe vyzkouSet na termalnim cykleru gradient teplot); pfipadné také
dodate¢na purifikace DNA prostifednictvim ethanolové precipitace.

3.5.2. Izolace genomové DNA pomoci kitu ISOLATE Il Plant DNA kit
(Meridian Bioscience)

1. Provede se homogenizace a lyze materialu: do mikrozkumavek se vlozi do
100 mg rostlinného materialu, pfida se 400 pl Lysis buffer PA1 + 10 pl
Proteinase K (100 ug/ml) aprovede se homogenizace plastovym
homogenizatorem.

Smés se kratce vortexuje.

Provede se inkubace 10 min pfi 65 °C za obfasného promichani na

vortexu. Smeés se prepipetuje na kolonku Isolate Il Filter (fialova).

4. Vlozi se kolonka ISOLATE Il (fialova) do nové odbérové zkumavky (2 ml) a
lyzat se nanese na kolonku.

5. Centrifuguje se 2 min pfi 12000 rpm. Supernatant se uchova a kolonka
ISOLATE Il se vyhodi. Pokud neprosla vSechna kapalina, opakuje se
centrifugace. Pokud je ve zkumavce viditelny pelet, pfepipetuje se Ciry
supernatant, aniz by se narusil pelet, do nové 1,5ml mikrocentrifugacni
zkumavky.

6. Prida se 450 pl vazebného pufru PB. Didkladné se promicha pipetovanim
nebo vortexovanim.

7. Kolonka ISOLATE Il Plant DNA Spin Column (zelend) se umisti do nové
zkumavky a napipetuje se do ni vzorek (max. 700 pl). Centrifuguje se po
dobu 1 minuty pfi 12000 rpm a vyleje se supernatant. Pro vySSi objemy se
opakuje vliti vzorku a centrifugacni krok.

8. Pfida se 400 ul promyvaciho pufru PAW1 do kolonky ISOLATE Il Plant
DNA Spin Column. Centrifuguje se po dobu 1 minuty pfi 12000 rpm a
nasledné se vyleje supernatant.

9. Pfida se 700 ul promyvaciho pufru PAW2 do kolonky ISOLATE Il Plant
DNA Spin Column. Centrifuguje se po dobu 1 minuty pfi 12000 rpm a
nasledné se vyleje supernatant.

10.Pfida se dalSich 200 pl promyvaciho pufru PAW2 do kolonky ISOLATE Il
Plant DNA Spin Column. Centrifuguje se 2 minuty pfi 12000 rpm, aby se
odstranil promyvaci pufr a zcela se vysuSi membrana kolonky.

11.Kolonka ISOLATE Il Plant DNA Spin Column se umisti do nové 1,5ml
mikrocentrifugacni zkumavky. Na membranu se napipetuje 50 ul Elution
Buffer PG (zahfatého na 65 °C). Inkubuje se po dobu 5 minut pfi 65 °C.
Centrifuguje se po dobu 1 minuty pfi 12000 rpm. Tento krok se opakuje s
dalSimi 50 pl Elution Buffer PG (65 °C) a provede se eluce do stejné
zkumavky.

12.Eluat je pfipraveny pro PCR.

wnN

Pozn. Na trhu je jako alternativa dostupna fada komercnich kitd pro izolaci DNA
z rostlin, nutno vzdy postupovat dle navodu vyrobce.
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3.6. Metodika analyzy DNA markeru detekujicich rezistenci va¢i PEMV a
padli u hrachu: PCR reakce

VS8echny prace probihaji ve steriinim boxu, aby se zabranilo moznym
kontaminacim chemikalii a vzorkd. Pracovni plochy se pfed zapocetim prace otfou
70% etanolem. Zkumavky s chemikaliemi i se vzorky se v pribéhu prace udrzuji
v chladu (pouziva se chladici stojanek). K pipetovani se pouZzivaji sterilni Spicky
s filtrem. Pouzivaji se latexové nebo nitrilové laboratorni rukavice.

1. Chemikalie pro PCR (10x PCR pufr, roztoky primert, smés dNTPs) se po
rozmrznuti umisti do chladiciho stojanku.

2. Pro praci s vétSim mnozstvim vzorku je vyhodné pouzivat PCR stripy (po
8 mikrozkumavkach), nebo PCR platicka (96 mikrozkumavek).
Samostatné PCR mikrozkumavky jsou vhodné pouze pro malé pocty
vzorkd.

3. Kazdou PCR mikrozkumavky/strip/platicko je tfeba dobfe oznadit, aby
nedoslo k zaméné vzorkd.

4. Kazdy vzorek je pro jednotlivé markery analyzovan pomoci kombinaci
2 primer(. Seznam primeru je uveden v tabulce 3.

5. Pfipravi se potfebné mnozstvi reakéni smési (master-mix) dle tabulky 2.

6. Do oznaCenych 0,2 ml mikrozkumavek (ve stripech ¢&i platicku) se
rozpipetuje reakéni smés po 13 pl.

7. Do reakCni smési v mikrozkumavkach se napipetuji 2 pl vzorku DNA tak,
aby se zabranilo kontaminaci okolnich mikrozkumavek vzorkem. Vzorky se
promichaji Spickou. Mikrozkumavky se uzaviou viCky, na platicko se
pfilepi folie.

8. Mikrozkumavky s reakeni smési se vlozi do PCR termocykleru a spusti se
pfislusny teplotni program (tabulka 4).

9. Po ukonceni teplotniho programu lze vzorky kratkodobé uchovavat
v lednici, nebo i delSi dobu zamrazené pfi —20 °C.

Pfistroje:
Termocykler, napf. BIO-RAD C1000
Pouzité chemikalie:
Dream Tag DNA Polymerase 5 U/ul (Thermo Scientific)

10x Dream Taq Green Buffer (Thermo Scientific)
dNTPs set (Thermo Scientific)

Tabulka 2: Priprava reakéni smési (master-mixu) pro PCR

Chemikalie 1 reakce 10 reakci
sterilni H20 8,1 ul 81 ul
10xPCR pufr 1,5 pl 15 pl
smés dNTPs (10 mM) 0,3 ul 3 ul
primer 1 (5 yM) 1,5 pl 15 ul
primer 2 (5 yM) 1,5 pl 15 ul
DNA polymeraza (5 U/ul) 0,1 pl 1l
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Tabulka 3: Sekvence primera pro PCR

PEMV

Primer Sekvence

PEMV 78F CCTCTGCTCACACTTTCAACA
PEMV 78R CAGAAACTGGTGTAGGTAGATCA
PEMV 81F AGTGGTTGAGCTAAGGTTTTGA
PEMV 81R ATCTCTGAAGCACGGACACT
padli

Primer Sekvence

ER 74F CTCCTTCCACTCCACCTTCA
ER 74R ATATGGTCTCGCGTATGGGG
ER 76F TCCAGAAGATCAGCTGCAGT
ER 76R GTTGGGATGGAAAGCTGGTG

Tabulka 4: Teplotni program pro PCR

Krok Podet cykll Teplota Cas
Denaturace DNA 1x 94 °C 10 min
Denaturace DNA 94 °C 30s
Nasednuti primerd 35x 55 °C 30s
Elongace DNA 72 °C 60 s
Elongace DNA 1x 72 °C 5 min

10 pl vzorku po PCR reakci bylo pro kontrolu naneseno na agarézovy gel. Zbylych
5 pl bylo stépeno pomoci pfislusného restrikniho enzymu a rovnéz naneseno na

gel.

3.7.

Elektroforéza DNA, fotodokumentace

V tomto kroku je mozné zkontrolovat vysledek PCR reakce. POZOR: EtBR je silny
mutagen, karcinogen. Je nezbytné pracovat v rukavicich!

3.71.
1.

Elektroforéza v agarézovém gelu

Pfipravi se 1,5% agardzovy gel: 1,5 g agarézy se rozmicha ve 100 ml
1XxTAE pufru a rozvafi v mikrovinné troubé. Po vychladnuti na 50 °C se do
roztoku pfida 5 ul roztoku ethidium bromidu (10 mg/ml) a smés se naleje do
elektroforetické vanicky. Odstrani se pfipadné bubliny ve gelu. Viozi se
hfeben a gel se necha ztuhnout.

Ztuhly gel i s vaniCkou se vlozi do elektroforetické aparatury, naplnéné
1XTAE pufrem. Gel je v pufru cely ponofen. Opatrné se vyjme hfeben.

10 pl reakéni smési po PCR se napipetuje do jamek v agar6zovém gelu. Do
krajnich jamek se napipetuje marker (Gene Ruler 100 bp Plus DNA ladder,
Thermo Scientific). Pokud se alternativné pouzije reakéni PCR pufr bez
obsahu nanaseci barvy, je nutné koncentrat nanaseciho roztoku pfidat do
reakcni smési dodate¢né pred nanesenim vzorku na gel.

Pfipoji se zdroj stejnosmérného proudu. Elektroforéza probiha 1 hodinu pfi
konstantnim napéti 150 mV.
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5. Gel po elektroforéze se vyjme z vani¢ky a prenese na UV-transluminator
(vinova délka excitaniho svétla je 280-302 nm). Provede se
fotodokumentace pomoci digitalniho fotoaparatu s nasazenym oranzovym

filtrem.

6. Vysledny snimek je zpracovan v PC a jakémkoliv vhodném grafickém

programu

7. Provedeme kontrolu vysledku PCR — zda vySel fragment pozadované délky

(tabulka 5).

3.8. Restrikéni analyza

Zbylych 5 pul reakéni smési po PCR je podrobeno restrikéni analyze pomoci

pfisluSného restrikEniho enzymu (tabulka 5).
VSechny prace opét probihaji ve sterilnim boxu. K pipetovani se pouzivaji
sterilni Spicky s filtrem. Pouzivaji se latexové nebo nitrilové laboratorni rukavice.

1. 10x pufr pro pfislusny restrik¢ni enzym se necha rozmrznout ve stojanku.

2. Pro praci s vétsim mnozstvim vzorkl je vyhodné pouzivat PCR stripy (po
8 mikrozkumavkach), nebo PCR plati¢ka (96 mikrozkumavek). Samostatné

PCR mikrozkumavky jsou vhodné pouze pro malé pocty vzorka.

3. Kazdou PCR mikrozkumavku/ strip/ platiCko je tfeba dobfe oznacit, aby

nedoslo k zaméné vzorkd.
Pfipravi se potfebné mnozstvi reakcni smeési dle tabulky 6.

o s

hned dame zpét.

Restrikéni endonukleazu pro pipetovani vytahneme z mrazni¢ky a nasledné

6. Do oznaCenych 0,2 ml mikrozkumavek (ve stripech ¢Ci platicku), které

obsahuji 5 pl PCR produktu, se rozpipetuje reakéni smés po 5 ul.

7. Vzorky se promichaji Spickou. Mikrozkumavky se uzaviou vi¢ky, na platicko

se prilepi folie.

8. Mikrozkumavky s reakéni smési se vlozi do PCR termocykleru a spusti se

teplotni program s pfislusnou teplotou pro konkrétni enzym (tabulka 5).

9. Po ukonceni teplotniho programu lze vzorky kratkodobé uchovavat

v lednici, nebo i delSi dobu zamrazené pfi —20 °C.

Pfistroje:

Termocykler, napf. BIO-RAD C1000; pfipadné i termostat

Pouzité chemikalie:

Restriktaza Mbol/ BstUI (10 U/pl)
10x pufr odpovidajici restriktaze
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Tabulka 5: Restrikce: prislusné enzymy pro jednotlivé markery a o€ekavana
délka fragmentu

Marker| Velikost |Pouzita restrikéni| Teplota Fragmenty | Genotyp na
PCR endonukleaza pro |po restrikci (bp)| zakladé
produktu restrikci restrikce
(bp)
359 a 196 S
74. 555 Mbol 37 °C
297,196 a 62 R
76 Mbol 37 °C 147270 S
. o] °
223 223 R
Mbol 37 °C 122 S
O o
78. 422 206 a 216 R
BstUI (Bsh12361)| 37 °C 409 S
S S °
81. 409 296 a 113 R

Pozn. S znaéi senzitivni a R rezistentni genotyp.

Tabulka 6: Priprava reakéni smési (master-mixu) pro restrikci

Chemikalie 1 reakce 10 reakci
sterilni H20 3,9 ul 39 ul
10x pufr 1 ul 10 pl
Restriktaza Mbol/ BstUI 0,1 pl 1l

3.9. Elektroforéza DNA, fotodokumentace

Elektroforézu provedeme dle kroku 4.7. Umozni nam vizualizovat fragmenty po
restrikci u analyzovanych vzorku.

3.10. Analyza molekularnich dat a interpretace vysledku

3.10.1. Vyhodnoceni ziskanych elektroforeogramu

Na fotografii gelu se sleduje velikost amplifikovanych fragmentd po restrikéni
analyze odpovidajici rezistentnim &i senzitivnim genotypim u konkrétnich vzorkad.
Velikosti vyhodnocovanych fragmentl pro jednotlivé markery jsou uvedeny
v pfedposlednim sloupci tabulky 5. Pokud vzorek neobsahuje restrikéni misto,
zustava PCR produkt v pavodni velikosti. Vysledky elektroforézy po restrikéni
analyze pro vSechny vySe uvedené markery jsou i s popisem vyobrazeny
v pfilohach této metodiky.
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4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predkladana metodika je svého druhu prvni ¢esky vydanou komplexni metodickou
praci, zaméfrenou na detekci genotypl hrachu rezistentnich vaci PEMV a padli.
Metodika je urCena pFedevSim pro pracovniky vyzkumnych a Slechtitelskych
pracovist, ktefi budou jeji vysledky vyuzivat pro vyzkum, Slechténi a v zemédélské
praxi. Metodika bude uplatnéna ve Slechtitelskych a vyzkumnych programech
tykajicich se hrachu setého (Pisum sativum L.)

5. ZAVER - POPIS UPLATNENI METODIKY

Byla vyvinuta a optimalizovana metodika pro rychlou a spolehlivou detekci
rezistence/senzitivity u genotypl hrachu setého (Pisum sativum L.) k houbovym a
virovym chorobam hrachu: vyristkové mozaice hrachu (PEMV) a padli. Postup je
navodem pro polymerazovou fetézcovou reakci (PCR) a naslednou restrikéni
analyzu (CAPS) s aplikaci pro Slechténi hrachu a hodnoceni genovych zdroju.
Metodika je urCena pro pracovisté, které se zabyvaji problematikou Slechténi
hrachu. Identifikované markery mohou byt vyuZity pro efektivni Slechténi hrachu —
selekci s vyuzitim markert (MAS = Marker-Assisted Selection).

Pomoci této metodiky mohou zemédélské laboratofe, vybavené pro metody
molekularni biologie, samostatné provadét detekci rezistence/senzitivity u
genotypu hrachu setého (Pisum sativum L.) k vyrustkové mozaice hrachu a padli
jiz v €asnych fazich vyvoje rostlin. Metodika muze byt vyuzita pro Slechténi novych
odrad s ovéfenymi rezistencemi k PEMV a padli. Metodika bude uplatnéna
prostfednictvim Slechtitelské firmy Semo, a.s.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Spolehliva a rychla metoda identifikace genotypu hrachu rezistentnich vacéi PEMV
a padli mdze mit pro uzivatele znacny ekonomicky vyznam. Vyuzitelna je zejména
v oblasti Slechténi. Virus vyrustkové mozaiky hrachu (PEMV — Pea enation mosaic
chorobu hrachu a pfi napadeni porostu zpusobuje zasadni ekonomické ztraty.
Taktéz padli hrachu je zavaznou chorobou hrachu zpUsobujici v teplejSich a
sussich péstitelskych oblastech kazdoro¢né vynosové ztraty az 60 %.

Vyhodou vyuziti molekularnich markerd pro Slechtitele je moznost rychlého
testovani rozsahlého materialu, kdy navic je mozné testovat rostliny v klicnim
stavu a dale si ponechat jen rostliny vhodného genotypu. Byt se metoda vyuZiti
molekularnich markerd jevi jako relativné nakladna, jeji zavedeni muze pro
pracovisté vyhledové znamenat znacny ekonomicky pfinos. Pro detekci
rezistentnich Slechtitelskych materiall predstavuje vyuZziti molekularnich markert
zpusob rychlejSi a presnéjSi ve srovnani s inokulacnimi testy. Vysledkem je
zkraceni ¢asu na vyvoj novych rezistentnich odrid. Péstovani odrud, které jsou
je téZ uspora na nakladech na chemickou ochranu.

Podrobné naklady na zavedeni metody: v pfipadé pracovisté s bézné vybavenou
laboratofi pro metody molekularni biologie (termocykler pro PCR, centrifuga,
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elektroforéza, vahy, pipety) budou naklady na zavedeni postupl uvedenych
v metodice spocivat zejména v nakupu specifickych oligonukleotidi pro PCR a
izolacniho kitu pro rostlinnou genomovou DNA (pokud jiz pracovisté obdobny kit
nepouziva). Cena 4 oligonukleotidd o velikosti 20 bp v mnozstvi 20 nmol, které
vystaCi pro nékolik stovek detekci, je cca 800 KE. Cena izolacniho Kkitu
pro 250 izolaci je cca 15 tis.KC. Restriktaza Mbol vychazi na cca 2000 K¢
pro 300 reakci; BstUl cca 800 K& za 500 reakci. Ostatni polozky (termostabilni
DNA polymeraza, agaroza pro elektroforézu) jsou v molekularné-biologickych
laboratofich bézné pouzivany. Celkové naklady na analyzu jednoho vzorku jsou
cca 85 K¢, z Cehoz nejvétsi cast (60 KC) tvorfi naklady na izolaci kvalitni genomové
DNA. V pfipadé izolace genomové DNA metodou CTAB/chloroform se
materialové naklady na izolaci jednoho vzorku snizi na tfetinu, metoda je vSak
pracnéjSi a zdlouhavéjsi.
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10. OBRAZOVA PRILOHA
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Obr. 3: Vysledek PCR amplifikace pro marker 78 (odolnost k PEMV). Vievo
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 17. amplifikované vzorky
(422 bp).
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Obr. 4: Vysledek restrikcni analyzy pro marker 78. Vievo 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)) 1. — 17. amplifikované vzorky po restrikci
(206 a 216/ 422 bp).

Vzorky 1, 4, 5, 6, 9 aZ 17 mayji rezistentni genotyp — davaji po restrikci fragmenty
o délce 206 a 216 bp. Vzorky 2, 3, 7 a 8 maji senzitivni genotyp; po restrikci
zustava fragment o velikosti 422 bp.
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Obr. 5: Vysledek PCR amplifikace pro marker 81 (odolnost k PEMV). Vievo
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 13. amplifikované vzorky
(409 bp).
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Obr. 6: Vysledek restrikcni analyzy pro marker 81. Vievo 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)) 1. — 13. amplifikované vzorky po restrikci

(296 a 113/ 409 bp).

Vzorky 2 az 8 a 10 aZz 13 maji rezistentni genotyp — davaji po restrikci fragmenty
o délce 296 a 113 bp. Vzorky 1 a 9 maji senzitivni genotyp; po restrikci zustava
fragment o velikosti 409 bp.
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Obr. 7: Vysledek PCR amplifikace pro marker 74 (odolnost k padli). Vievo 100 bp
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 12. amplifikované vzorky
(655 bp).

Obr. 8: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 74. Vievo 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific), 1. — 12. amplifikované vzorky po restrikci
(297,196 a 62/ 359 a 196 bp).

Vzorky 1, 3, 4, 6, 9, 11 a 12 maji rezistentni genotyp — davaji po restrikci
fragmenty o délce 297,196 a 62 bp. Vzorky 2, 5, 7 a 8 a maji senzitivni genotyp;
davaji po restrikci fragmenty o délce 359 a 196 bp. Vzorek 10 méa heterozygotni
genotyp, dava po restrikci fragmenty o velikosti 359 bp i 297 bp spolu se 196 bp.
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Obr. 9: Vysledek PCR amplifikace pro marker 76 (odolnost k padli). Vievo 100 bp
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 16. amplifikované vzorky
(223 bp).
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Obr. 10: Vysledek restrikcni analyzy pro marker 76. Vievo 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 16. vzorky po restrikci (223 /147 a 76 bp).
Vzorky 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14 a 15 maji rezistentni genotyp — po restrikci
zustava fragment o velikosti 223 bp. Vzorky 4, 10, 12 a 16 maji senzitivni genotyp;
davayji po restrikci fragmenty o délce 147 a 76 bp.
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