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Stanoveni polymorfismu DNA u vybranych genii pro
syntézu morfinovych alkaloidii u maku setého (Papaver
somniferum L.)

Souhrn:

Mak sety (Papaver somniferum L.) je jednoleta rostlina, kterd se v Ceské Republice
pestuje predevsim jako olejnina. V celé rostlin€ se vyskytuji mlécnice, které obsahuji riiznou
smés alkaloidl. Nejznaméjsim z nich je morfin. V této diplomové praci se zabyvam sekvenci
jednotlivych genli, které souviseji s tvorbou sekundarnich metaboliti maku setého.
Ptedpokladam, Ze k identifikaci jednotlivych odrid méku lze vyuzit sekvenéni polymorfismus
genl, které jsou soucasti biochemické drahy pro tvorbu morfinovych alkaloidi. Pro
experimentalni ¢ast mé prace bylo nutné navrhnout vhodné primery pro amplifikaci genli
CODM, COR1 a T60ODM, které souviseji s biosyntézou morfinovych alkaloidi. Testovano
bylo 31 rtznych odrid maku. Pro sekvenaci amplikoni byla zvolena Sangerova metoda. Byly
porovnany ocekavané a pozorované délky amplikonli. Po uspé$né sekvenaci gent byly
nasledné testovany pro polymorfismus. Frekvence SNP byla niZ§i, nez se pfedpokladalo. Pti
amplifikaci COR1 byl objeven jeho pseudogen, ktery byl nasledné uspésné sekvenovan.
Existuje pfedpoklad, ze jednotlivé SNP se lisi u opiového a potravinarského maku. Ziskané
sekvence genti mohou pfispét k dalsimu studiu diverzity maku, jakou jsou napf. mikrosatelitni

markery.

Kli¢ova slova: Papaver somniferum L., SNP, morfinové alkaloidy, polymorfismus gent,

pseudogeny



Assessment of DNA polymorphism in selected genes for
synthesis of morphine alkaloids in poppy (Papaver
somniferum L.)

Summary:

Poppy flower (Papaver somniferum L.) is an annual herb cultivated primarily in the
Czech Republic as an oil plant. The whole plant contains dairy milks that contain a different
mixture of alkaloids. The most famous of these is morphine. In this diploma thesis | deal with
the sequence of individual genes that are related to the formation of secondary metabolites of
poppy seed. | assume that sequential polymorphism of the genes that are part of the
biochemical pathway for the formation of morphine alkaloids can be used to identify the
individual poppy flowers. For the experimental part of my work it was necessary to design
suitable primers for the amplification of CODM, COR1 and T60ODM genes which are related
to morphine alkaloid biosynthesis. 31 different varieties of poppy have been tested. For the
sequencing of amplicons, the Sanger method was chosen. The expected and observed
amplicon lengths were compared. After successful gene sequencing, they were subsequently
tested for polymorphism. The frequency of SNP was lower than predicted. In the
amplification of CORL1 his pseudogen was discovered, which was subsequently successfully
sequenced. There is a presumption that individual SNPs are different for opium and food
poppy. The gene sequences obtained can contribute to further study of poppy diversity, such

as microsatellite markers.

Keywords: Papaver somniferum L., SNP, morphine alkaloids, polymorphism od genes,

pseudogenes



Seznam zkratek:

AFLP - amplified fragment length polymorphism (délkovy polymorfismus amplifikovanych
fragment)

bp - base pare (par bazi)

cDNA - complementary DNA (DNA syntetizovana podle RNA)

CDS - coding sequence (kodujici sekvence)

CODM - Codeine O-demethylase (kodein O-demetylaza)

COR1 - NADPH-dependent codeinone reductase 1 (NADPH dependentni kodein reduktaza)
DNA - deoxyribonucleic adic (dioxyribonukleova kyselina)

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid ( kyselina ethylendiamintetraoctova)

EST - expressed sequence tag (sekvence odvozena z CDNA)

GMO - genetically modified organism (geneticky modifikovany organismus)

NCBI - National Center for Biotechnology Information (Narodni centrum pro
biotechnologické informace)

NGS - new generation sequencing (nova generace sekvenovani)

NSC - (S)-Norcoclaurine synthase (norkoklaurin syntaza)

PCR - Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

TBE - tris-borate-EDTA buffer (tris-boratovy pufr)

SNP - single-nucleotide polymorphism (Jednonukleotidovy polymorfismus)

T60ODM - Thebaine 6-O-demethylase (thebain 6’-O-demetylaza)

TYDC - tyrosine/dihydroxyphenylalanine decarboxylase (tyrosin dekarboxylaza)

UKZUZ - Usttedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky
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1 Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je jednoleta rostlina, ktera se v Ceské Republice
péstuje piedevsim jako olejnina. V celé rostliné se vyskytuji mléénice, které obsahuji riiznou
smés alkaloidii. Nejznaméjsim z nich je morfin, ktery se vyuziva jak ve farmacii, ale i ilegalné
zneuziva pro tvorbu opiovych drog. Jeho syntéza je fizena kaskadou enzymatickych reakci

S riznou genovou expresi jednotlivych gend.

Rizné odridy maku maji rizné zastoupeni alkaloidli a ve svété se péstuje zcela jiny
mak neZ v nasi republice. Casto dochazi k pfimésim nekvalitnich semen do distribuce pro
potravinaiské ucely. V této diplomové praci se zabyvam sekvenci jednotlivych genti, které
souviseji s tvorbou sekundarnich metabolith maku setého. Analyza polymorfismu
jednotlivych genti, které jsou soucasti biochemické drahy pro tvorbu morfinovych alkaloidd,

mize ptispét ke vzniku metody pro identifikaci jednotlivych odrtid maku.

Jelikoz jsou v genovych databdzich pouze EST sekvence, je nutné optimalizovat
amplifikaci jednotlivych geni a nésledné¢ zvolit metodu sekvenovani. K dne$nimu dni
neexistuje podobnd studie zabyvajici se polymorfismem danych genli, a proto ziskané
sekvence mohou pfispét k dal§imu studiu diverzity méku, jakou jsou napt. mikrosatelitni

markery.



2 Cile prace

2.1 Védecka hypotéza

K identifikaci jednotlivych odrid méku lze vyuzit sekvencni polymorfismus gent,

které jsou soucasti biochemické drahy pro tvorbu morfinovych alkaloidu.

2.2 Cile prace

Z uvedené hypotézy vyplyvaji nésledujici cile prace:

e Uskutecnit bioinformatickou analyzu sekven¢nich dat pomoci genovych
databazi typu GenBank, NCBI

e Navrhnout vhodné primery pro vybrané geny (COR1, T6ODM, CODM popt.
jiné)

e Optimalizovat podminky PCR pro tcely sekvenovani

e Testovat jednotlivé genotypy pro polymorfismus

e Porovnat ocekavané a predpokladané velikosti amplikond, jelikoz jsou zndmy

pouze EST sekvence



3 Literarni reSerse

3.1 Papaver somniferum L.

3.1.1 Botanika maku

Mak sety (Papaver somnuferum L.) je dvoudélozna rostlina patfici do fadu

pryskyinikotvaré (Ranunculales), do ¢eledi makovité (Papaveraceae) (Dostal, 1950).

Mk se dle nalezti péstoval na tzemi dnesni Syrie minimaln¢ od 6. tisicileti pi. n. 1. a
farmakologicky pro vyrobu opia byl vyuzivan o tisic let pozd¢ji na témze misté (Kubanek,
2009). Mak se zemédelsky rozdéluje na mak opiovy a mak semenny ¢i olejny. Opiovy ma
farmakologické vyuziti pro vyssi obsah alkaloidi. Olejny mék mé vyuziti v potravinaistvi.
Ceskéa republika patii k svétovym velmocim péstovani maku. Na nafem uzemi ma jeho
péstovani dlouholetou tradici. Ro¢ni svétova spotieba maku se pohybuje mezi 70-80 tisici tun
semen. V roce 2008 se v Ceské republice vypéstovalo na 70 000 ha ptdy pies 50 000 tun
semen maku setého. V poslednich letech se produkce kvili nizkym vykupnim cenam snizila o
polovinu (Kubanek, 2009; Vasak, 2016) Jelikoz se z maku ziskava fada opioidnich alkaloidd,
je jeho péstovani u nés regulovano zdkonem €. 167/1998 Sb. - o ndvykovych latkach ve znéni
pozd¢jsich predpisi, ze kterého plyne povinnost ohlaSeni péstovani maku na plose vétsi nez 1

ha.

V maku se nachazi trubicovit¢ mlécnice, které¢ prostupuji celou rostlinou. Mlécnice
vznikly fizenou apoptdézou bunck. Uvniti mlécnic je obsaZena koloidni smés sekundarnich
metabolitil, latex. Nejvice mlécnic je v plodu maku, tobolce. V semenech se nenachazeji
mlécnice, a tudiz zde nejsou zastoupeny ve vétsi mite ani alkaloidy. Pokud se provadi analyza
semen a zjisti se pfitomnost stopového mnozstvi alkaloidli, jedna se nejpravdépodobnéji o

zbytky z drti tobolek, které ulpély na daném semeni (Bechyné et al., 2001).

V Ceské republice se v poslednich letech dle CSU nejvice péstuji odriidy Major, Opal,
Maraton, Aplaus, Onyx a Bergam. Ty dohromady tvoii pres 90 % celkové masy
vypéstovaného maku u nas. Jedna se o Ceské odridy vyuZzivané v potravinafstvi. Obsah

morfinu se primérné pohybuje mezi 40 mg na kilogram zivé vahy rostliny (Vasak, 2016).



3.1.2 Sekundarni metabolity maku setého

Vétsina sekundarnich metaboliti u maku set¢ho patii do skupiny alkaloidi. Obsah
latek v rostling velice kolisa a pohybuje se v rozmezi 0-0,35 % alkaloidii na makovici bez
semen. Jednotlivé typy a mnozstvi sekundarnich metaboliti ovliviiuje prostredi, zptsob
péstovani, genotyp rostliny i denni cyklus. Alkaloidy se vyskytuji v celé rostliné kromé

semen, jejich nejvyssi koncentrace je v mlécnicich makovice (Vasak, 2016).

Sekundarni metabolity méku setého se v historii pouzivaly spiSe pro své letalni
ucinky, kdy minimalni letdlni davka u ¢lovéka pro morfin byla stanovena na 200 mg. Az
pozd¢ji se vyuzivaly Vv I€karstvi pro vyrobu 1éCiv a jako opioidy, které jsou schopny vazat se
na dané receptory v nervové soustavé a tim pusobit tlumivé G¢inky (Yekkirala et al., 2009).
V maku miizeme nalézt minimalné pfes 50 alkaloidd, fada z nich ma opiové ucinky (Bechyné

etal., 2001).

Nejen makové alkaloidy se vyznacuji vysokou bazicitou, kterd je dana navazanim
atomu dusiku v heterocyklu celé molekuly. Pro jejich biosyntézu jsou nezbytné biogenni
aminokyseliny fenylalanin, tryptofan, histidin a lysin. V rostliné nalezneme vétSinou jeden
hlavni alkaloid a vétsi pocet vedlejSich alkaloidd, které biosynteticky pfedchdzi danému
hlavnimu alkaloidu (Chaturvedi et al., 2014). O vyznamu sekundarnich metabolitd obecné
existuji cetné studie. Pfisuzuje se jim role v ochrané proti patogenim a Skudcim i
odbouravani toxickych dusikatych latek v téle rostliny. Rostliny pro biosyntézu alkaloidi
spotiebuji veliké mnoZstvi zdsobni energie a zapojeni velkého poctu specifickych enzymu
(Ziegler et Facchini, 2008). Zpétny metabolismus pro degradaci alkaloidi vSak rostliny
nemaji, pro syntézu velikého mnozstvi sekundarnich metaboliti museji mit tedy

neopomenutelny tcel, kterému musime teprve porozumét (Kubanek, 2009).

3.1.2.1 Morfin

Mezi morfinové alkaloidy se fadi alkaloidy fenantrenové. Nej€astéjSim typem
vyskytujicim se v opiu je morfin. Tento alkaloid byl izolovan na zacatku 19. stoleti a jeho
chemicka struktura popsana na zacatku 20. stoleti. Jeho analgetické G¢inky jsou vyuzivany
Vv Iékafstvi. Jeho Gcinek spociva v navazani na receptory predevsim v mezimozku, kde blokuje
monoaminy. PferuSuje systém vedeni vzruchu v miSe, kde blokuje synaptické spojeni
nervovych bunék (Yekkirala et al., 2009). Morfin se vyuziva i pfi tvorbé dalsich 1é¢iv jako je

ethylmorfin, hydromorfon ¢i diacetylmorfin, znamy spise jako heroin.



3.1.2.2 Kodein

Mezi dal$i morfinové alkaloidy se fadi kodein, N-methylmorfin. Az do 70. let
minulého stoleti byl vyhradné vyuzivan pouze jako 1é¢ivo. Do té doby se pouzival piirodni
kodein, ktery byl celkem vzacny a nebyl bézn¢ dostupny. Po vyrobé syntetické¢ho kodeinu
Z derivatu ropy, se stal kodein opiatovou nahrazkou pro lidi z vyssi socialni skupiny (Bigelow
et Edgar, 2006). Jedna se o nejrozsifenéjsi opiat ve svété a je soucasti bézné uzivanych
analgetickych 1€kti. Spolu s paracetamolem ¢i kyselinou acetylsalicylovou ptisobi synergicky

a poskytuje ulevu od bolesti.

3.1.2.3 Thebain

Thebain neboli methylether kodeinu ma strukturu podobnou jak morfinu, tak kodeinu.
Plsobi antidepresivné a pii vysSich davkach ma uc¢inky podobné jedu strychninu. U maku
set¢ho se vyskytuje predev§sim v mladé rostliné. Pokud metabolismus rostliny pracuje
spravné, vétSina thebainu je pfeménéna na isothebain, nasledné na morfin (Mikus et al.,

2008). Jako hlavni alkaloid se vyskytuje u maku listenatého (Papaver bracteatum Lindl).

Vsechny morfinové alkaloidy se vyznacuji i€¢inkem na centralni nervovou soustavu.
Alkaloidy papaverinového typu jako jsou papaverin, narkotin ¢i narcein maji G€inek na hladké

svalstvo a pusobi spasmolyticky (Liillmann et al., 2004).

3.2 Biosyntéza morfinovych alkaloidi

3.2.1 Kaskada vedouci k morfinovym alkaloidim

3.2.1.1 (S)-norkoklaurin

Jak jiz bylo uvedeno, alkaloidy jsou jednim z nejcastéjSich typt sekundarnich
metabolitd u rostlin se zabudovanym atomem dusiku v heterocyklu. Morfin, kodein a thebain
patii do skupiny benzylisochinolinovych alkaloidi. Je popsano vice nez 2500 chemickych
sloucenin. Nejvice maji zastoupeni v ¢eledich Papaveraceae a Ranunculaceae. Biosyntéza
téchto metabolitd prevazné zacina dekarboxylaci tyrosinu na tyramin nebo pieménou
dihydroxyfenylalaninu na dopamin pomoci tyrosin dekarboxylazy (TYDC) (Ziegler et
Facchini, 2008). TYDC patii do velké rodiny enzymu, 15 jich je zndmo u maku setého
(Gurkok et al., 2016). Dopamin je prekurzorem pro isochinolinovou c¢ast, tyramin pro

benzylovou ¢ast. Spojeni téchto dvou ¢asti dohromady za vzniku (S)-norkoklaurinu katalyzuje



enzym norkoklaurin syntdza (NSC). Tento enzym byl prvné izolovan v rostlin€ Zlutucha zluta

(Thalictrum flavum L.). Tento enzym se projevuje pii patogenni reakci rostliny.

V nedavné dobé¢ byl objeven podobny enzym, ktery je schopen vytvofit kostru
enantiomeru molekuly (S)-norkoklaurinu. Z kamélie japonské (Cryptomeria japonica (L.f.)
D.Don) byl izolovan enzym 2-oxoglutardt dependentni dioxygenaza, ktery je schopny
katalyzy proteinti na dany enantiomer norkoklaurinu (Yamada et al., 2016). Je pozoruhodné,

ze dva rizné enzymy z nepiibuznych rodl rostlin mohou katalyzovat stejné reakce.

3.2.1.2 (S)-retikulin

Pieména (S)-norkoklaurinu na (S)-retikulin zahrnuje kaskadu 2 metylaci a
hydroxylace. Nejprve dojde k O-metylaci na pozici 6, nasledné k hydroxylaci na uhliku 3 a
nakonec k O-metylaci na uhliku 4. Metyltransferazy maji znaceni XOMT, kde pismeno X
znac¢i pozici uhliku, kde probihd metylace. Tyto enzymy vykazuji ptisnou specificnost na
misto dané metylace (Ziegler et al., 2005). S enantiomer retikulinu je centralni meziprodukt,
ze kterého je odvozena vétSina benzylisochinolinovych alkaloidl. Pouze dimerické alkaloidy

nejsou odvozeny od této slouceniny.

3.2.1.3 Salutaridin

Hlavni vétev, kterd vede k morfinovym alkaloidiim, neni pies (S)-retikulin, ale ptes
jeho R enantiomer. Pieména sestava ze dvou krokd, kdy je S enantiomer oxidovan 1,2-
dehydroretikulin syntetazou a nasledné¢ zpétné¢ redukovan na R formu (Hirata, 2004).
Intramolekulova fenolickd vazba mezi uhliky C2 benzylové ¢asti a C4 isochinolinové Casti
vede ke vzniku salutaridinu za G¢inku salutaridin syntazy. Dal$im krokem je katalyza
salutaridin reduktdazou na salutaridinol. Enzymem 7-O-acetyltransferazou je katalyzovan na

salutaridinol-7-O-acetat (Grothe et al., 2001).

3.2.1.4 Thebain, kodein a morfin

Acetylova skupina je spontanné oddélena od molekuly salutaridinolu a néslednou
vazbou mezi uhliky C4 a C5 vznika thebain. Jedna se o prvni pentacyklicky alkaloid této
komplikované kaskady (Ziegler et Facchini, 2008). Dvé demetylace a jedna redukce je
nasledné potieba k zisku kone¢ného alkaloidu morfinu. Metylace thebainu na kodeinon a
nasledné na kodein neni k dneSnimu dni uspokojivé enzymaticky vysvétlena. Roli zde urcité

hraje enzym kodein reduktaza, ktery byl izolovan z maku seté¢ho (Unterlinner et al., 1999).
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3.3 Pseudogeny

Pseudogeny jsou useky DNA, které postradaji vlastni expresi. Pseudogeny ztratily
evolu¢né svoji funkci genetické exprese, kterou zajiStuje hlavni koédujici gen (Vanin, 1985).
Nejspise se jednd o vicendsobné mutace v genu, jehoz produkt neni svazan s primarnim
metabolismem daného organismu. Témito mutacemi dochazelo k vyfazeni funkéniho genu a
zaroven ke kulminaci nekodujici DNA ve vlastnim genomu. Pfestoze nekoduji zadny funkcni

protein, zastavaji v genomu regula¢ni funkci (Chan et Chang, 2014).

Diive byly povazovany za tzv. ,,odpadni DNA* (junk DNA), kterd nemé zadnou funkci.
Jelikoz je pseudogen podobny ur¢itému funkénimu genu, jeho studiem mizeme zjistit historii
a evoluéni divergenci dané¢ho genu (Zheng et al., 2007). N¢které pseudogeny nemaji introny
¢1 promotory, jiné je v ¢ase neztratily. Jejich nefunk&nost vlastni exprese spociva v predCasné
inkorporaci stop kodonii vedouci k predasné terminaci transkripce. Termin pseudogen se

poprvé zacal uzivat v roce 1977 (Jacq et al., 1977).

Homologie je podminéna sekven¢ni podobnosti pseudogenu a kodujiciho genu. Po
zarovnani sekvenci obou komplement 1ze procentualné vyjadiit vzajemnou podobnost. Pokud
je podobnost vysokd, znamend to, Ze tyto dvé homologni sekvence nejspiSe nemohly
vzniknout nezavisle na sob¢. Pseudogeny mohou komplikovat molekularné genetické studie.
Pti polymerazové fetézové reakci (PCR) se zaroven miize amplifikovat pseudogen, ktery sdili
podobné sekvence jako hledany strukturalni amplikon. Tento jev se oznacuje jako zkreslené
zesileni PCR. Nastava tedy chyba Vv nespravné identifikaci gent ¢i jejich exonl. Naopak
identifikace retrotransponovanych pseudogenti mize byt vyuZita pro zvySeni presnosti

predikovani gent (Van Baren, 2006).

Pseudogeny se rozdéluji do ¢tyf typd. Retrotransponované pseudogeny jsou odvozeny
od mRNA zbavené intront. Reverzni transkriptdzou jsou zpétné kodovany do DNA. Jejich
nefunk¢nost tkvi v absenci promotoru. Vyskytuji se predevsim u savct. U ¢loveka se lidsky

genom sklada az ze 44 % z opakujicich se sekvenci (Baertsch et al., 2008).

Netransponované (duplicitni) pseudogeny vznikaly jako funkéni kopie daného genu.
V case svoji funkci ztratily v disledku mutace. Na fitness jedince to nemélo vétsi efekt,
jelikoz mél v zaloze funkéni kopii kodujiciho genu. Studiem duplicitnich pseudogend se

prokazuji evolu¢ni modely pfibuznosti napf. u primata (Lynch, 2013).



Unikatni pseudogen je nejcastéji deaktivovany funkéni gen, ktery nebyl v Case
pseudogeny jsou pseudogeny se stop kodony, které jsou z neznamého divodu translatovany.
V genomu je pak fixovan pfirozenou selekci. Ze 4 % je stop kodon vyhodnocen jako triplet
pro aminokyselinu a nikoliv jako povel pro ukonceni translace. Tento jev byl popsan u rodu

Drosophila. (Prieto-Godino et al., 2016).

3.4 Kapilarni elektroforéza

3.4.1 Obecné principy a pojmy

Kapilarni elektroforéza je jednou ze separacnich metod, kterd vyuziva rozdilnou
prostupnost latek v elektrickém poli. Separace latek probiha v tenké kapilafe se silikagelem.
Tato metoda je v porovnani s ostatnimi metodami vysoce senzitivni a umoznuje ¢aste¢nou
automatizaci (Camilleri, 1998). V literatuie se objevuje pod zkratkou HPCE, coz z anglického
prekladu znamena vysokou¢inna kapilarni elektroforéza. Uginnosti a citlivosti dosahuje aZ na
uroven zeptomoll (10'21). Pod pojmem kapilarni elektroforéza dnes rozumime nejen kapilarni
gelovou elektroforézu, ale 1 ostatni elektroforézy vyuzivajici kapilary jako jsou napf.
isotachoforéza, micelarni elektrokinetickd chromatografie ¢i zonova elektroforéza. Tato
metoda byla hlavni metodou HUGO, tedy ptfesného stanoveni lidského genomu. (Camilleri,
1998).

Zakladni veli¢inou elektroseparacnich metod je mobilita, kterd je definovana jako
pohyb nabitych castic v kapalném prostiedi v elektrickém poli se stejnosmérnym napétim.

m = v/E (m*V"'s-!) kde v je rychlost pohybu v el. poli, které mé intenzitu E (Kagicka, 1997).

Kapilarni  gelova elektorforéza se nejen v genetice vyuziva k separaci
biomakromolekul v zavislosti na jejich velikosti. Duta kapilara ztavného kiemene
S primérem okolo 50 um obsahuje uvnitt polymerni médium tvofici molekulové sito, pies
které molekuly prostupuji. Jednotlivé fragmenty se pohybuji ke katod€ rtiznou rychlosti na
zaklad¢é své mobility (Kasicka, 1997). V geneticky analyzach se nejcastéji vyuziva UV/Vis
nebo fluorescen¢ni detektor. Detekuje az 6 riznych signald barev jako je napt. FAM, VIC,
NED, PET a LIZ (2005).



3.4.2 Priprava vzorku

Ptiprava vzorka je velmi dulezitou soucasti kazdého sekven¢niho protokolu nejen u
studia DNA. Dostatecna amplifikace dané DNA zbavena od necistot je nezbytna pro efektivni
c¢teni DNA sekvence. Kvalita amplifikovanych sekvenci muze byt zlepSena piitomnosti
betainu, ktery snizuje tvorbu sekundarnich struktur zptisobené opakujicimi se CG oblastmi

amplikonu (Mamedov et al., 2008).

Pokud jsou ve vzorku neéistoty, mohou zapfti¢init nejen chybnost ¢teni sekvence, ale i
poskodit kapilaru. Ve vzorku by nemély byt rozpusténé soli, které jsou kapiladrou nasavany
ptednostné, diky své vysoké elektronegativité. Soli jsou ze vzorku vétSinou odstranény

ethanolem (Ruiz-Martinez et al., 1998).

3.4.3 Odbér vzorku

Vzhledem k vysoké viskozité vétSiny matric jsou vzorky DNA obvykle do kapilary
navadény elektromigraci. Pfesné stanoveni elektrického pole se 1i8i pracovisté od pracovisté.
Néktera vyuzivaji mensiho napéti, které zamezuje piehtivani, coz snizuje roztaznost polymeru
v kapilafe. Tim nedochazi ke ztratdim DNA. Pokud se vSak vyuzije velky skok v napéti
(ramp), vyrazné se zkracuje doba trvani analyzy. Pro spravny odbér by mélo byt zachovéano
neutrdlni pH. Pro spravné vedeni vzorku v kapilafe je naopak vhodné zasaditéjsi pH.
Posttibfené¢ kapilary nasly vyuziti pro pfimé injekce vzorku bez piitomnosti elektrolyt

(Karger et Guttman, 2009).

3.4.4 Separace

Dfive se vyuZzivaly kapildry s pevné nanesenou vrstvou gelu. Pro svou malou Zivotnost
byly nahrazeny kapilarami s vymeénitelnou matrici. VyuZiti linearniho polyakrylamidu
vzbuzovalo podezieni, Ze nebude mozné spravné Cist delsi fetézce nad 2000 bp DNA. Navic
Castd vyména matrice zpusobuje vyznamné sniZzeni efektivity separace. Byla pozorovéana
rozdilna méfeni pii umisténi kapilary ve vodorovné ¢i svislé poloze. V praxi vSak rozdilna
méfeni nebyla potvrzena (Ruiz-Martinez et al., 1998). Az na vyjimky se dnes vyuzivaji
kapilary s vyménitelnou matrici. Dfive se vyuzivali matrice na bazi linearniho
polyakrylamidu,  polyethylenoxidu,  hydroxyethylcelulozy,  polydimethylakrylamidu,
polyvinylpyrrolidonu ¢i polyakryloylaminopropanolu. Bylo zji§téno, Ze véEtSi molekulova

hmotnost polymeru mé za nésledek moznost ¢teni delSich fragmenti DNA s pifimo se
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zhorSujici kvalitou ¢teni kratSich useki DNA. Dnes se nejcastéji jako molekularni sito

vyuziva polyakrylamidovy gel (Camilleri, 1998).

Délka cteni sekvence zavisi na mnoha faktorech, jako je teplota, el. napéti ¢i
molekulova hmotnost polymeru. Vysledky prokazaly, ze polyakrylamid s vhodnou kapilarou
je schopen precist 1000 bp DNA s 97% presnosti za 80 minut (Carrilho et al., 2006). Tato
hodnota je vSak pod rutinni uznavanou hodnotou sekvenovani DNA, ktera ¢ini 98,5 %.
Polymeraci polyakrylamidu bylo dosazeno Uc¢innosti 99,22 % pro prvnich 800 bp DNA a
98,16 % pro prvnich 900 bp DNA (Carrilho et al., 2006). Je mozné separovat fragmenty delsi
nez 1000 bazi, ale doba separace pievysuje 8 hodin (Kim et Yeung, 1997). Tato doba se dnes
radikalné snizila a pohybuje se kolem jedné hodiny na 1000 bazi sekvence (Karger et
Guttman, 2009).

Bylo vynalozeno usili vyménit tyto matrice za jiné separacni média. Byla testovana
nanoclankova pole, ktera slouzi jako mikro pfekazky prochazejici DNA a v budoucnu by
mohla nahradit gelovou kapilarni elektroforézu. Dokonce byly vyzkouseny metody bez
vyuziti elektrolyti s uspokojivymi vysledky (Albrecht et al., 2011). Tato metoda vyuziva

smés proteint, které vytvareji trect silu.

V souladu s teorii migrace polyelektrolytl, jako je napt. DNA, se ve vysokém
elektrickém poli snizuje ¢as migrace téchto molekul. Na druhou stranu se snizuje velikost
separované DNA, kdy se velké fragmenty pohybuji stejnou mobilitou a neseparuji se. Jak jiz
bylo zminéno, nikde neni uvedena piesné stanovena konfigurace elektrického pole a zalezi na
empirickém vyzkumu pracovisté, které hodnoty dosadi do analyzy (Camilleri, 1998). Byly
provadény pokusy na zménu teploty, frekvence ¢i modulace el. pole, ale nebyla prokazana

zlepSeni v porovnani s vyuZzitim stejnosmérného proudu.

3.4.5 Vnitini povrch kapilary

Bylo prokazano, ze nékteré polymery mohou ptisobit jako molekularni sita, a tudiz
provadét separaci v holych kapilarach s tavnym kiemenem. Zivotnost tdchto holych kapilar je
bohuzel mensi, protoze se jejich vykon snizuje v pribéhu opakovani elektroforézy. Nejvice
v pokusech vydrzely kapilary s polydimethylakrylamidem. Hjertenova metoda nastiiku stén
kapilary kiemenem mé mensi Zivotnost nez postup dle Grignarda (Hjertén, 1985; Huang et

al., 1998). Polyvinylalkohol je dalsi latka, ktera se pouziva pfi natéru kapilar. Tato latka ma
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pfi reakci s boratovym pufrem velmi negativni naboj. Pro elektroforézu je tedy nutné vyuzit

neboratovy pufr, ktery bude mit afinitu k zaporné nabité DNA (Quigley et Dovichi, 2004).

Nyn¢jsi zivotnost kapilar se komercné udava kolem 500 cykli. Pokusy vSak
dokazuji, ze kapilara se spravnym zachdzenim dokéze poskytnout kvalitni vysledky i1 po

dvojnasobném poctu cykli.

3.4.6 Detekce DNA

Pro detekci fragmenti DNA pfi kapilarni elektroforéze se nejCastéji vyuziva laserova
indukéni fluorescence. V minulosti se vyuzivalo ¢tyf zakladnich barev (FAM, JOE, ROX a
TAMRA) (Camilleri, 1998). Dnes jsou detektory schopny rozeznat systém az 6 barev o rizné
vlnové délce. Nejcastéji se vyuziva argonovy laser s excitovanou fluorescenci pfi 488 nm
nebo helium-neonovy laser s excitovanou fluorescenci v hodnoté 543 nm. Uéinnost detekce se
pohybuje mezi 97 %. Dnes existuje mnoho modelll vyuzivajici rizné barvy pro konkrétni

biomakromolekuly (Ruiz-Martinez et al., 1998).

3.5 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je molekularni postup stanoveni presného poradi nukleotidl, tedy
primarni struktury DNA. Zahrnuje jakoukoli metodu nebo technologii, kterd se vyuziva
K ur¢eni potadi dusikatych bazi v fetézci nukleové kyseliny. Nejzakladnéjsi metody vznikaly
na zacatku 70. let minulého stoleti. V dnesni dobé se diky novym metoddm a postupim
vyrazné urychlil biologicky a lékaisky vyzkum. Diky rychlosti ¢teni a komeréni dostupnosti
sekvenovani je mozné sekvenovat celé genomy riznych druhti organismt vcetné Clovéka

(Pettersson et al., 2009).

3.5.1 Prvni generace sekvenovani

Po objeveni struktury DNA v roce 1953 mohl prikopnik v sekvenovani Frederick
Sanger ptestoupit od sekvenovani proteinii k sekvenovani DNA. Jiz v roce 1955 dokoncil
sekvenci vSech aminokyselin v inzulinu. Tento objev poskytl dikaz, ze proteiny jsou spiSe
nez nahodna smés materialu suspendovaného v tekutiné specifické sekvence aminokyselin.
Vzajemnymi publikacemi s doktory Watsonem a Crickem byla vytvoifena teorie o uspofadani
nukleotidiit v DNA, ktera uréuje sekvenci aminokyselin v proteinech (Watson et Crick, 1953;

Sanger et al., 1977).
12



Prvni pokus o0 urceni sekvence DNA (1973) vyuzival chemickou syntézu specifickych
primerd pro danou DNA bakteriofdga T4. Nasledné byla stanovena sekvence kohezivnich
koncti DNA u bakteriofagu lambda (Padmanabhan et al., 1974). Posléze bylo zjisténo, Ze tato
metoda se muize pouzit k ureni jakékoliv sekvence DNA za pouziti lokalné specifickych

primeri. Tuto metodu pfijal Sanger a rychlostné ji vylepsil (Sanger et al., 1977).

Jeho metoda spocivala ve vyuziti replikace DNA. Jednovlaknovy fetézec DNA se
postupné vkladd do reakéni smési s radioaktivné znacenym primerem, Taq polymerazou,
volnymi  deoxyribonukleotidy a radioaktivné (pozd¢ji  fluorescenén€) znacenymi
dideoxyribonukleotidy. Pokud se pii syntéze zacleni dideoxyribonulkeotid, nemuze dal
probihat elongace. Ruzné baze dideoxyribonukleotidi maji vlastni nadobu se vzorkem.
Sekvence tedy zékonité konc¢i jednim ze znafenych dideoxyribonukleotidi. Vysledkem je
tedy smés fragmentd DNA, které se liS$i o jednu bazi. Elektroforézou jsme pak schopny

rozeznat jednotlivé nukleové baze (Sanger et al., 1977).

Sangerovu metodu sekvenace za vyuziti dideoxyribonukleotidii pro ukonceni piepisu
fetézce DNA pievzaly predni védecka pracovisté pro svoji rychlost, nenaro¢nost a
spolehlivost. Tento princip sekvenovani byl primarné vyuzivan az do zacatku 21. stoleti. Do
tohoto obdobi bylo dosazeno velikého pokroku v této technice jako je fluorescencni znaceni
dideoxyribonukleotidti, kapilarni elektroforéze ¢i automatizaci. Cim vice pracovist’ provadélo
sekvenaci, tim vice klesaly celkové ndklady na sekvenovéni. V dobé vzniku metody by
sekvenace celého lidského genomu pfisla na vice nez 3 miliardy dolari, po roce 2010 je to jiz

méng¢ jak tisic dolarti (Metzker, 2010; 2017).

Obriazek 2 Vyvoj ceny sekvenovani lidského genomu
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Ve stejném roce, kdy publikoval svou metodu sekvenovani Sanger, pan Maxam
s panem Gilbertem vytvofili vlastni metodu sekvenovani DNA. Je postavena na zaklade
chemické modifikace DNA a nasledného stépeni na specifickych mistech. Pro tuto metodu je
vlastni, ze nepotfebuje zmnozeni templatové DNA. Sekvenovani Maxam-Gilbert vyzaduje
radioaktivni znaceni na jednom z 5" konci DNA a naprostou Cistotu templatové DNA.
Chemické osetfeni vytvari v DNA zlomy v jedné az dvou ze Ctyr bazi v kazdé ze Ctyt reakci
(G, A/G, C, C/T). Takto se vytvori fada oznacenych fragmenti DNA, které jsou nasledné
podrobeny elektroforéze na akrylamidovych gelech. Pro vizualizaci fragmenti je gel vystaven
rentgenovému zafeni. Ze ziskaného radiogramu Ize odvodit sekvenci DNA. Pro svoji potiebu
radioaktivné znaCit DNA a svoji technickou slozitost nebyla metoda rozsdhle pouzivana

(Maxam et Gilbert, 1977).

3.5.2 Druha generace sekvenovani

Sekvenovani prvni generace, vyuZzivajici Sangerovu metodu dideoxiribonukleotidi,
mela mensi nedostatek, kterou byla pfedev§im rychlost. Pfed samotnou sekvenaci je nutné
namnozit zkoumanou DNA a tento krok muze trvat v f4du hodin az dni dle typu vychoziho
materidlu. V druhé generaci sekvenovani jiz sekvendtory umoznuji detekci az tisice molekul
DNA za krats$i dobu. Projekt HUGO trval se Sangerovou metodou 10 let. S pouzitim druhé
generace by byl lidsky genom kompletné osekvenovéan v fadu jednoho az dvou mésicl za

nizgich nakladi (Hall, 2007).

Metody druhé generace sekvenovani byly objeveny v 90. letech minulého stoleti a
komeréné se zacaly vyuzivat od roku 2004 (Zhou et al., 2010). Vzniklé metody vyuzivaji
rizné pufry a enzymy pro izolaci sekvence DNA. Metody maji vSak spole¢né kroky ptipravy
templatu, urCeni bazi a analyzu dat. JelikoZ existuje v dneSni dobé mnoho metod urceni jedné
dané sekvence DNA, muzeme vysledky riznych metod mezi sebou porovnat. Firmy
dodavajici ptislusné piistroje sice uvadeji kvalitu jednotlivych ¢teni sekvenci, neexistuje vSak
studie ¢i jiny material, které by kvalitativné zhodnotily rozdily v danych metodach (Metzker,
2010).

Jako prvni komerén¢€ dostupnou metodou tzv. nové generace sekvenovani (NGS) se
stalo pyrosekvenovani 454. Jde o metodu asymetrickou a cyklickou. Jedna se o sérii

enzymatickych reakci, které postupné zacleiuji dusikaté baze nukleotidli do vznikajiciho
14



fet¢zce DNA. Pii zabudovani jednotlivych bdzi dochazi k emitaci viditelného svétla. Cela
metoda spociva v pripravé kratkych dvouvldknovych useki DNA, které jsou na kazdém
Z koncli oznaCeny ruznymi adaptory. Na 5" konci je navdzan biotin. Ten se vaze na
streptavidin ve form¢ malé magnetické koule. Tim je ziskana jednovldknova templatova
DNA. Tyto jednovlaknové useky DNA se komplementarné vazou k dal$i magnetické kouli
s isckem DNA. Mikrokulicka je ulozena v suspenzi svodou a olejem, kde se nachazi
komponenty potiebné k uspé$né polymerazové ftetézové reakci (PCR) jako jsou volné
nukleotidy a DNA polymeraza. Kapicky jsou smés mikroreaktor, ve kterych dochazi k
paralelni amplifikaci DNA a vyrobeni piiblizng¢ 10 kopii templatu na mikrokulicku.
Mikrokulicka s navazanou jednofetézcovou DNA tak tvoii jednu zkumavku na PCR, kde
probiha amplifikace daného useku DNA. Kuli¢ky s amplifikovanou DNA se s primerem
pfenesou na pikotitracni desky (PTP). Do jedné jamky se vejde pfesné a pouze jedna kulicka.
Na PTP je nanesena smés sulfurylazy, luciferdzy, apyrdzy, DNA polymerazy a APS
S luciferinem. Enzymatickd reakce postupné zabudovava jednotlivé nukleotidy Vv daném
stanoveném potradi. Kvuli pfeméné luciferinu na oxyluciferin jamky se zabudovanym
nukleotidem svétélkuji. Toto svétélkovani zachytava vykonna kamera a data zpracovava
urcity software. Mezi hlavni vyhody pyrosekvenovani patii moznost celogenomického ¢teni a
vysoka rychlost. Nevyhodami jsou vysokd cena kompartmentii a problémy s detekci

polyasektt DNA jako je TTTT ¢i CCCC (Shokralla et al., 2012; Metzker, 2010).

Dalsi novou metodou sekvenovani je technika firmy Solexa (pozdéji odkoupena
firmou Illumina), vynalezena v roce 2007. Tato metoda je zaloZena na hybridizaci templatové
DNA na opticky odrazném pevném povrchu reakéni cely za vyuziti modifikovanych
nukleotidii. Templat je fragmentovan na velikosti mensi nez je 800 bp. Oba konce templatu
jsou zarovnany, adenylovany a jsou k nim pfipojeny adaptory. Probéhne tepelna denaturace a
templatovda DNA s adaptorem je kompatibilné pfipojena k druhému adaptoru v reakénim
boxu, kde nasledné probéhne amplifikace. Po PCR je templat odmyt z cely. Nové vlakno
hybridizuje s adaptory a zaroven se ohyba. Takto vytvofeny jednovlaknovy mustek je
amplifikovan za vzniku dvouvlaknového mustku. Tento proces se cyklicky opakuje a je
oznacovan jako ,,Bridge amplification®. Tyto mistky jsou denaturovany, druhé fetézce jsou
vymyty z cely a na povrchu zlstanou miliony identickych kopii DNA. Néasledna sekvenace je
zalozena na integraci fluoreskujiciho nukleotidu s inaktivovanym 3" uhlikem. Tim je zajiSténa
integrace pouze jednoho nukleotidu do fetézce. Opakujici se sekvenace je vyhodnocovana
CCD kamerou, ktera nasledné urcuje potadi bazi. V dnesni dobé& existuji rizné pfistroje typu
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[Nlumina pro sekvenovani celych genomu ¢i urcitych oblasti genti. Nejcastéjsi chybou
vyskytujici se pfi této metod¢ je substituce nukleotidu, kterd vznika pti nespravném odebrani
a pfifazeni terminacni skupiny, coz vede k nekompetentnimu prodlouzeni vldkna. Tato
metoda je rychlejsi a cenoveé efektivnéjsi nez Sangerova metoda, ma vSak také vétsi
chybovost. V dnesni dobé vsak diky cenové dostupnosti na trhu naprosto pievlada tato
metoda sekvenovani (Shokralla et al., 2012; Zhou et al., 2010).

Posledni zminéna metoda spadajici do druhé generace sekvenovani je metoda ion
torrent. Tato metoda byla pfedstavena vroce 2010. Nevyuzivad optickou signalizaci
jednotlivych nukleotidti, ale vyuzivd zménu pH u reakce polymerdzy pii syntéze nového
fet¢zce DNA dle jeho templatu. Celd reakce probihd na polovodici, ktery je pokryt
mikrojamkami, pod kterymi je vrstva citlivd na pfitomnost iontd. Zabudovani nukleotida
uvolni H+ ionty, ¢imZ se zméni pH. Probihajici PCR v jednotlivych jamkach, kde se nachazi
pouze jedna DNA, zaznamenava detektor citlivy pravé na zménu pH. Jednotlivé nukleotidy
jsou pridavany na polovodi¢ a dochazi k syntéze nového vlakna. Pokud je dany nukleotid
komplementarni a navadze se, detektor zaznamend zménu pH. Tato metoda je nejlevnéjsi,

velmi rychla a jednoducha na obsluhu (Liu et al., 2012; Shokralla et al., 2012).

Sekvencni metody druhé generace jsou k dnesnimu dni nejvice vyuZzivanymi
metodami pro sekvenovani DNA. Spole¢né je pro né ptiprava NGS knihoven, amplifikace
DNA, jejich celkova levnost a pfesnost sekvenovani. K nevyhodam patii vyssi IT naro¢nost
na obsluhu a délka sekvenace jedné DNA ktera se pohybuje okolo 800 bp (Ari et Arikan,
2016).

3.5.3 Treti generace sekvenovani

Nastupujici metodou sekvenovani je sekvenace jednotlivych molekul DNA. Na rozdil
od predeslych metod nevyuziva pro sekvenaci amplifikaci DNA, ¢imzZ se vyrazné zkracuje
doba sekvenace. Piesnost a citlivost metody je prozatim na malé urovni. Chybovost se
pohybuje kolem 10 — 15 %. Tento podil je mozné zmenSovat opakovanim celé metody se
stejnou sekvenci DNA (Xuan et al., 2013; Ari et Arikan, 2016).

SMRT (single-molecule real time) vyvinuta Pacific Bioscience vyuziva desticky
s nanojamkami o velikosti kolem 10 nm. Po zaclenéni floreskujiciho nukleotidu pomoci
polymerazy ukotvené na dn¢ jamky, je uvolnéna energic v podobé zablesku. Typ zablesku

urcuje typ zabudovaného nukleotidu. Tento postup nevyzaduje promyvaci ¢ast pfi zaclenéni
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jednotlivych nukleotidl jako je tomu u technologie firmy Illumina, tudiz se sekvenace velice
zrychluje. V dnesni dob¢ pfistroje vyuzivajici SMRT jsou schopny sekvenace useki DNA
dlouhych az 50000 bp, bézn¢ kolem 15000 bp (Liu et al., 2012; Carneiro et al., 2012).

Dalsi novou metodou je vyuziti nanoporil pii sekvenovani. Tento koncept byl vytvoien
jiz v 90. letech minulého stoleti. Metoda je zaloZena na vlastnostech nanopoéru, kdy je vyuzita
jejich moznosti vymény iontli mezi dvéma elektrolyty. Pies nanopor proudi konstantni proud.
Analytem je jednovlaknova molekula DNA. Jak prostupuje DNA nanopdérem, dochazi
k detekci jednotlivych nukleotidi. Tato metoda vyuziva opakujici moznost ¢teni DNA, pro
dosazeni vétsi citlivosti a spravnosti ¢teni. Jednotky DNA mohou byt dlouhé az nékolik
desitek kilobazi. Mezi hlavni nevyhodu se fadi pfili§ velkd rychlost vedeni DNA pies
nanopor. Nynéjsi studie se zaméfuji na zpomaleni prichodu DNA pro detailnéjsi sekvenaci
(Jain et al., 2016). Tato metoda zatim na trhu neni moc Casta, protoze neexistuje cenove
dostupny sekvenator. Firma Oxford Nanopore pied 5 lety vyvinula sekvenator, ktery je
mozny piecist lidsky genom béhem 15 minut. Komeréné vSak neni dostupny (Di Fiori et al.,

2013; Li et al., 2015).

3.6 Chybovost dat

Chyby v genotypizaci byly a jsou €asté. Kvuli velkému mnozstvi dat, které se vytvaii
v daném oboru genetiky, neni zcela mozné zamezit tvorbé chyb. Chyba muze byt zjisténa
jako nesoulad experimentalniho vzorku se zndmym genotypem nebo pii1 opakovani sekvenace
DNA postupem ¢asu. Pfedpoklada se, ze mira chybovosti se pohybuje okolo 1 % vSech studii
(Goring et Terwilliger, 2000). Reédln¢ se odhaduje, Ze 16 % vSech studii obsahuji minimalné

jednu mutaci v jednom nukleotidu (SNP) (Carlson et al., 2005).

Pticiny vzniku chyby pfi genotypizaci mohou byt rozdiln¢ho piivodu. Objeveni chyby
je ta snazS8i Cast. Problémem je pfi¢ina vzniku dané chyby. Existuji 4 kategorie: Chyby
spojené se samotnou sekvenci templatové DNA, chyby zplsobené malou kvalitou ¢i
nedostatkem DNA, chyby spojené s biochemickymi artefakty a jinymi necistotami a dileZitou

roli zde hraje i lidsky faktor (Pompanon et al., 2005).
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Pii chybé¢ spjaté se sekvenci DNA nejcastéji dochazi k tomu, ze pobliz markeru dojde
k mutaci (pokud detekujeme dany marker). U mikrosatelitii se pak nejcastéji jedna o chybu
vyskytu nulovych alel, kdy selze amplifikace alely v disledku mutace, ktera je lokalizovana

na komplementarni sekvenci jednoho z primert (Paetkau et Strobeck, 1995).

Nizké mnozstvi a Spatna kvalita DNA mohou vést k tvorbé chyb. Nizky pocet
DNA vede Kk tvorbé chyb. Tyto vlastnosti také davaji vétsi Sanci vzniku kontaminace, kdy

vznika nechtény amplikon z necistoty, namisto z templatové DNA (Pompanon et al., 2005).

Artefakty vznikaji nejcastéji v elongacni fazi PCR, kdy méa Taq polymerdza tendenci
piidavat k syntetizovanému fetézci netemplatovy nukleotid (nejcastéji adenin). Tento tkaz je
celkem béznou vyskytujici se chybou. Omezit se nejspiSe da kalibraci doby elongacni ¢asti

PCR (Pompanon et al., 2005).

Lidsky faktor bézné ovliviiuje vyskyt chyb pii urCeni genotypu. At uz se jedna o
Spatné pipetovani ¢i kontaminaci vzorku. Jedna se o nejcastéjsi typ chyb, kterému se nejhiie
predchéazi. Casto hraje roli subjektivita vyhodnocovani &lovéka pii porovnani nesrovnalosti

napi. v AFLP (Pompanon et al., 2005).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byla ziskana semena maku setého (viz. tabulka

nize) z genové banky v Opavé, Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu zemédélského

(UKZUZ) v Praze a z Vyzkumé stanice v Cerveném Ujezdé. Ve skleniku v aredlu CZU byly

za standardnich podminek ze semen vypéstovany rostliny do faze DC 25, kdy rostliny maji 3-

4 pary pravych listl. Z listi byla nésledné izolovana DNA.

Tabulka 1 Seznam odrid maku setého

1 FLORIAN (Genobanka Opava)
2 GERLACH (Genobanka Opava)
3 ROSEMARIE (Genobanka Opava)
4 OPAL (Genobanka Opava)
5 SOKOL (Genobanka Opava)
6 POSTOMI (Genobanka Opava)
7 ORFEUS (Genobanka Opava)
8 MALSAR (Genobanka Opava)
9 MAJOR (Genobanka Opava)
10 ALBIN (Genobanka Opava)
11 KEK DUNA (Genobanka Opava)
12 RACEK (Genobanka Opava)
13 ZENO (Genobanka Opava)
14 KOSMOSZ (Genobanka Opava)
15 AMETISZT (Genobanka Opava)
16 MARIANNE (Genobanka Opava)
17 BERGAM (Genobanka Opava)
18 REDY (Genobanka Opava)
19 DANISH FLAG (maloobchod)

20 BUDDHA (Genobanka Opava)
21 KORNEUBURGER | (Cerveny Ujezd)

22 AKVAREL (Cerveny Ujezd)

23 ORBIS I (UKZUZ)

24 OPEX_II (UKZUZ)

25 ONYX_I1 (UKZUZ)

26 LAZUR (Genobanka Opava)
27 BERGAM |1 (UKzUZ)

28 RACEK 11 (UKZUZ)

29 OPAL _II (UKZUZ)

30 MARATON (Genobanka Opava)
31 OREL (Genobanka Opava)
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4.1.1 lzolace DNA

Izolace DNA z listt maku setého byla provedena za pomoci komer¢niho kitu DNeasy

Plant MiniKit spolecnosti Qiagen podle protokolu vyrobce:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)
13)

14)

15)

Okolo 100 mg listu bylo pieneseno do zkumavek, zmrazeno v tekutém dusiku
a nasledné rozdrceno sklenénou ty¢inkou.

Do kazdé zkumavky S rozmélnénym materidlem bylo pfidano 400 ul pufru
AP1, nasledné 4 ul RNase A. Vse bylo kratce zvortexovano.

Vzorky poté homogenizovany na vibra¢ni tfepacce a ulozeny na 10 minut do
termobloku pfi teploté 65 °C. Béhem inkubace byly vzorky priabézné znovu 2x
az 3x homogenizovany ru¢né pievracenim zkumavky.

Dale bylo do zkumavek ptidano 130 ul pufru P3.

Poté byly vzorky vlozeny na 5 minut do mraznicky.

Vzorky byly centrifugovany pii 20 000 x g po dobu 5 minut a nasledné byl
supernatant premistén do fialovych 2ml zkumavek s filtrem, ktery zachytaval
necistoty.

Nasledovala centrifugace pti 20 000 x g po dobu 2 minut. Filtrat byl pfemistén
do béznych zkumavek.

Byl ptidan 1,5 nasobek objemu supernatantu (675 ul) AW1 pufru s etanolem.
Vzorky byly pfepipetovany do bilych zkumavek s filtrem, které byly soucasti
kitu, a centrifugovany 1 minutu pti 6 000 X g. Pfi tomto kroku byla DNA
navazana na filtr.

Filtry byly pfemistény do novych zkumavek, které byly soucasti kitu.
Nasledné bylo piidano 500 pul AW2 pufru s etanolem a byla provedena
centrifugace 1 minutu pti 6 000 X g.

Po preliti filtratu do odpadni kadinky byl krok 11 zopakovan.

Po opétovném vyliti filtratu byla provedena centrifugace ,,na sucho* po dobu 2
minut pti 20 000 x g.

Filtry byly pfemistény do ¢istych zkumavek a bylo pfidano 50 ul AE pufru,
ktery byl ptedem predehian na 65 °C.

Vzorky s pufrem byly inkubovany po dobu 5 minut v centrifuze za pokojové
teploty a poté centrifugovany 1 minutu na 6 000 x g. Timto krokem byla

zajisténa eluce DNA z filtru do pufru.
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16) Do zkumavek bylo pfidano dalSich 50 pl pfedehiatého AE pufru a opakovani
kroku 15.

17) Pro konzervaci izolované DNA byly vzorky zmrazeny V klasické mraznicce.

4.1.2 Kvalita a kvantita izolované DNA

Ve vSech zkumavkéch s izolovanou DNA byla stanovena koncentrace prostfednictvim
UV spektrofotometru S111107 NanoPhotometer od spolecnosti Implen. Méfeni probihalo
s pomérem absorbance Azgo/Azgo. Cista DNA je stanovena hodnotou od 1,8 do 2,1, mensi
hodnota ukazuje na piitomnost proteind ¢i jinych necistot. Nasledné byly vyhovujici vzorky

nafedény na kone¢nou koncentraci 10 ng/ pl.

4.2 Bioinformaticka analyza

Na zacatku byla uskutecnéna bioinformaticka analyza. Pro navrzeni primert byla
stazena data ze sekvenéni databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) pro
vybrané geny syntetizujici morfinové alkaloidy u maku setého. Alignment CDS sekvenci byl
vykonan za pomoci online programu BLAST-N verze 2.7.1+ (Camacho et al., 2009).
Program pracoval dle algoritmu pro porovnani diskontinualni sekvence, jelikoz genomicka a

EST sekvence se od sebe 1isi.

4.2.1 Design primert

Nové primery byly designovany k nalezeni oblasti intrond, jelikoZz lze pfedpokladat
polymorfismus spiSe v téchto oblastech. Primery byly navrzeny pomoci softwaru PRIMER3
(Rozen et Skaletsky, 1999; Untergasser et al., 2012). Parametry designu primeri byly ve

vychozim nastaveni. Jednotlivé sekvence primerl jsou vyznaceny v tabulkach 2, 3 a 4 nize.
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Tabulka 2 Navrzené primery pro gen COR1

velikost dle

CDS

247 bp
187 bp

164 bp
425 bp

181 bp
152 bp

889 bp
957 bp
1032 bp

935 bp
941 bp

937 bp
941 bp
690 bp
813 bp

454 bp
533 bp
529 bp

pozice dle
CDS

049-295
124-310

560-723
352-776

757-937
705-756

049-937
049-1005
004-1035

102-1036
100-1040

100-1036
98-1038
347-1036
081-893

340-793
085-617
089-617

CoR1vO01-F
CoR1v02-F

CoR1v03-F
CoR1v04-F

CoR1v05-F
CoR1v06-F

CoR1vO01-F
CoR1vO01-F
CoR1v08-F

CoR1v09a-F
CoR1v09b-F

CoR1v10a-F
CoR1v10b-F
CoR1v11-F
CoR1v14-F

CoR1v12-F
CoR1v13-F
CoR1v15-F

TTCGGATGCCTGCTTTAGGT
TGAAAGCGATAGAGGTCGGT

GAATCAAGTGGAGATGAGCCC
ATTTGATACACCATCCGGTAAGC

GATGGGTTTACCAGCAAGGC
CTTCACCAGATTGCTGTGGC

TTCGGATGCCTGCTTTAGGT
TTCGGATGCCTGCTTTAGGT
AAATGGAGAGTAATGGTGTACCT

AACTTGGTCTAATAAGATCTCGG
TCAACTTGGTCTAATAAGATCTCGG

TCAACTTGGTYTAATAAAATCTCGA
CTTCAACTTGGTYTAATAAAATCTCGA
CAAATTGGAGTATCTTGATACACTT
CATGGAAAAAGGAACTGAAAC

ATCTTGATCTATATTTGATACACCA
CAATGGTAAAAGGAACAGAAAG
GGTAAAAGGAACAGAAAGAGAGAA

CoR1v01-R
CoR1v02-R

CoR1v03-R
CoR1v04-R

CoR1v05-R
CoR1v06-R

CoR1v05-R
CoR1v07-R
CoR1v08-R

CoR1v09a-R
CoR1v09b-R

CoR1vi10a-R
CoR1v10b-R
CoR1v09a-R
CoR1v14-R

CoR1vl10a-R
CoR1v13-R
CoR1v13-R

ACAAGATCAGCGTGAGCATC
TGAAGAGCAGGGAGGACAAG

CCACAGCAATCTGGTGAAGC
GCCTTGCTGGTAAACCCATC

TTGAAAGGTCCAGTCGGTGA
TCTGCCGTTAGTTCCCAATCA

TTGAAAGGTCCAGTCGGTGA
TGACAGTCCTCACTTACCATCT
CAAAACGGAGGGAAAAACTGA

TTCACCACAAGATTCGCA
ACTTTTCACCACAAGATTCGCA

TTCACCACAAGACTCGCG
TTTTCACCACAAGACTCGCG
TTCACCACAAGATTCGCA
TTGCAATATGCTCTCAAATTC

TTCACCACAAGACTCGCG
CTTGCAATATTCCCTCAGATTT
CTTGCAATATTCCCTCAGATTT
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Tabulka 3 Navrzené primery pro gen CODM

velikost dle
CDS

150 bp
279 bp

237 bp
233 bp

374 bp
437 bp
324 bp

423 bp

504 bp

931 bp
1036 bp

1188 bp
1325 bp

497 bp

pozice dle CDS

119-268
81-359

417-743
545-777

560-933
614-1050
717-1040

930-1352

849-1352

119-1049
119-1154

165-1352
52-1376

75-571

CODMvO1-F
CODMvO02-F

CODMvVO03-F
CODMvO4-F

CODMvO05-F
CODMvO06-F
CODMvO7-F

CODMvO08-F

CODMvO09-F

CODMvVO1-F
CODMvVO1-F

CODMv12-F

CODMvV13-F

CODMv12-F

TTGGCTAAACTCACGCTTGC
AGCTAGGCAATGGTTTGTCA

ACGGACAGCAAGATGGAGAT
TTTCCAGAACTCCCTCTGCC

CTGCCTTTCAGGGAGACACT
ACGGTTGTCTTTGAGATGTTGG
ATCCTCCTTGTCCTCGACCA

AGCACCGGGCAGTAGTAAAC

TCAAACCTCTACCTGATGCGT

TTGGCTAAACTCACGCTTGC
TTGGCTAAACTCACGCTTGC

CCGGTGAAAGCCCGTTGAAT

AGAGTTCATGGAGACACCAAT

CCGGTGAAAGCCCGTTGAAT

CODMvVO1-R
CODMv02-R

CODMvV03-R
CODMv04-R

CODMvVO05-R
CODMv06-R
CODMvVO7-R

CODMvVO08-R

CODMvVO08-R

CODMV10-R
CODMV11-R

CODMvVO08-R

CODMV13-R

CODMv14-R

TCCAACTACGGGTTCTGGAG
TGTCCATCAGTAAAGCGTCG

CAAGCTCTGGTCGAGGACAA
CCGCTAAAATCCGAGTGTGAC

TGCTCGACGCTACGGTAAAT
AAAGCAGGTGTCTCTGGTGT
TCTCTGGTGTGACCAAGCTC

ACATCACTTGACCCAAACAGA
GT
ACATCACTTGACCCAAACAGA
GT

AAGCAGGTGTCTCTGGTGTG
TGTTCACACTTTCTCACATCCT
géATCACTTGACCCAAACAGA
fu-ArGCAACTTATTTCAACCGTG
éTG GTGTGACCAAGCTCGAA
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Tabulka 4 Navrzené primery pro gen T6ODM

velikost dle

CDS

249 bp
150 bp
234 bp

286 bp
199 bp
409 bp

190 bp
313 bp

971 bp
884 bp
931 bp
969 bp
987 bp
884 bp
891 bp
849 bp
300 bp
472 bp

pozice dle
CDS

031-279
130-279
188-421

408-693
527-727
496-904

911-1100
1056-1368

130-1100
020-903
104-1034
130-1098
48-1034
189-1072
186-1076
228-1167
357-686
357-828

T60ODMvO2-F
T60ODMvVO3-F
T60ODMvO4-F

T60DMvVO5-F
T60ODMvO06-F
T60ODMvO7-F

T60ODMvO8-F
T60DMvVO9-F

T60DMVO3-F
T60DMv10-F
T60ODMv11-F
T60ODMvO3-F
T60ODMv13-F
T60ODMv14-F
T60ODMv15-F
T60DMv16-F
T60ODMv17-F
T60ODMv17-F

TCATGGAGAAAGCAAAACTTATGA
ACGTATGCGCCAATGAAAAC
TGAAACCATTCCTGTCATCG

GGAGATGTGGAAGGATTTGGA
AACTCCCAGTGCCTCTCAGG
CACTCCATTTAAGGAAGCCTCA

CGATCACCGGGCAGTAGTAA
GGGGATCTTGTGGAGGAATG

ACGTATGCGCCAATGAAAAC
ATTTAGAAAAATCATGGAGA
CACGCTTGCCGAAATTCCAT
ACGTATGCGCCAATGAAAAC
CTTATGAAGCTAGGTAATGGTATGGA
GAAACCATTCCTGTCATCGATATAG
CATGAAACCATTCCTGTCATCGATATAG

CCAGAACCAATAATCGGAAAGTTAGAATTA

GGTTTCTTTAACCTTTCTATGG
GGTTTCTTTAACCTTTCTATGG

T60DMv02-R
T60DMvO2-R
T60DMv04-R

T60DMvVO5-R
T60DMv06-R
T60ODMvO7-R

T60DMv08-R
T60DMVO9-R

T60DMvVO08-R
T60DMv10-R
T60DMv11-R
T60DMv12-R
T60DMv13-R
T60DMv14-R
T60DMv15-R
T60DMv15-R
T60DMv17-R
T60DMv18-R

TGCAAGCAAAATGAAGCCTA
TGCAAGCAAAATGAAGCCTA
CCTTCCACATCTCCATCTTCC

TCATCCTCATTGCTTGTGTCC
GCGAGATTTGGTTGAGGACA
TGGTAAATTCCATTAGTCATTATCTCC

TTTTCCATCGAGCTTCCTTG
CAAACACAACGCACTTTCGAG

TTTTCCATCGAGCTTCCTTG
GGTAAATTCCATTAGTCATT
CAAAGCAGGTGTCTCTGGAGT
TTCCATCGAGCTTCCTTGTTTTAC
CAAAGCAGGTGTCTCTGGAGTA
TCCTCCACAAGATCCCCATAT
ACATTCCTCCACAAGATCCCCATAT
ACATTCCTCCACAAGATCCCCATAT
CATTGCTTGTGTCCCATCTAT
AAATCCATGTCCCCTCTC
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4.3 PCR

Testovanim byla stanovena optimalizovand amplifikace navrzenych primera. Testovani
amplifikace primert probihalo v termocykleru C — 1000 spole¢nosti BioRad. Podminky

amplifikace jsou znazornény nize v tabulce:

Tabulka 5 PCR program Asch9v2

Cas Pocet cykld teplota
pred-denaturace 900 s 1x 95 °C
denaturace 30s 35x 94°C
anelace 90 s 35x 60 °C nebo 57 °C
elongace 60 s 35x 72 °C
finalni elongace 600 s 1x 72 °C
chlazeni nekonecno 1x 12 °C

Slozeni reakéni smési o celkovém objemu 10 pl bylo nésledujici: 1x Multiplex PCR
Plus kit od spolec¢nosti Qiagen, 20 ng izolované DNA, 0,2 uM F primeru, 0,2 uM R primeru a
zbytek objemu byl doplnén H,0 pro PCR.

4.4 Agarozova elektroforéza

Pro testovani vysledku PCR byla pouzita agarézova elektroforéza. Separace fragmentt
DNA probihala v 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru s elektrickym napétim 4 V / cm®,
Orientacni velikost amplikonli byla zjisténa pomoci hmotnostniho standardu GeneRuler

100bp od firmy Thermo Fisher Scientific.

4.5 Sekvenovani DNA

Sekvenovani PCR produkti bylo provedeno pomoci modifikované Sangerovy metody

(Sanger et al., 1977).

45.1 Purifikace DNA z gelu

Pted vlastni sekvenaci byla DNA kvantifikovana a kvalifikovdna. Produkty PCR byly

separovany na 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru s el. napéti 4 V*cm™ po dobu 40
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minut. Nasledné byly produkty vyfiznuty pod UV lampou skalpelem a piecistény kitem
GeneJET Gel Extraction Kit od Thermo Fisher Scientific.

1) Gel s PCR produktem byl pienesen do zkumavky.
2) V zévislosti na vaze gelu byl do zkumavky pfidan Binding pufr v poméru 1:1.
3) Nasledné¢ se smés ve zkumavkach inkubovala 10 minut v termobloku pfi

teplot¢ 60 °C. Smés v prub&hu inkubace byla né€kolikrat homogenizovana
pomoci vibrac¢ni tiepacky.

4) Smés byla kvantitativné pifenesena do GeneJet zkumavky s filtrem a
centrifugovana 1 minutu pii 12 000 X g.

5) Supernatant byl odlit a do kolonky s filtrem bylo napipetovano 100 ul Binding
pufru a centrifugovano 1 minutu pii 12 000 X g.

6) Po opétovném odliti filtratu bylo do kolonky ptidano 700 pl Washing pufru
s etanolem a centrifugovano 1 minutu pti 12 000 X g.

7) Po odliti supernatantu byla provedena centrifugace na sucho po dobu 1 minuty
pti 20 000 x g. Tento krok odstranil rezidua etanolu po predeslém kroku.

8) Kolonky s filtrem byly pifemistény do novych 1,5 ml zkumavek a do kolonek
bylo napipetovano 25 ul H,O pro sekvenaci o pH 8,1.

9) Takto izolovaya a purifikovany fragment DNA byl skladovan v mraznicce pfi

-20 °C.

45.2 Sekvenacni reakce

Reakéni smés o celkovém objemu 20 ul obsahovala: 20 az 40 ng DNA, 1x sekvenacni
pufr od Life Technologies, 3,2 uM F nebo R primer a 2 ul sekvenacni smési BigDye
Terminator v3.1 od Life Technologies.

Pro sekvenacni reakci byly pouzivany 2 teplotni profily dle T, dané¢ho primeru (viz.

tabulky 6 a 7).
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Tabulka 6 Prvni teplotni profil

Cas Poget cykll teplota
pred-denaturace 60 s 1x 96 °C
denaturace 10s 25x 96 °C
annealing 90 s 25x 50 °C
elongace 240 s 25x 60 °C
findlni elongace 600 s 1x 60 °C

Tabulka 7 Druhy teplotni profil

Cas Poget cykld teplota
pred-denaturace 60 s 1x 96 °C
denaturace 10s 25x 96 °C
annealing + elongace 240 s 25x 60 °C
findlni elongace 600 s 1x 60 °C

Po probéhnuti PCR reakce byly vzorky ochlazeny na 12 °C a poté pouzity v sal$ich

analyzéach nebo ulozeny v mrazicich boxech.

453 Purifikace po sekvencni reakci

Purifikace vzorku po sekvena¢ni reakci se skladala z téchto kroku:

1) Bylo pfidano a promichano 2 pul glykogenu od Thermo Fisher Scientific, 50 ul
96% ethanolu a 2 ul 3M octanu sodného.

2) Poté nésledovala inkubace vzorkli 15 minut pfi pokojové teploté.

3) Nasledné probéhla centrifugace po dobu 30 minut pfi 13 000 X g.

4) Supernatant byl opatrné odpipetovan bez ucasti usazeniny na dné. Nasledné

bylo ptidano 200 pul 70% etanolu.

5) Vzorky byly centrifugovany po dobu 15 minut pii 13 000 x g.

6) Opakovani bodu 4 a 5.

7) Po centrifugaci byly vzorky suSeny pii teploté 50 °C po dobu 30 minut.

8) Do kazdé zkumavky se ptidalo 12 ul Hi-Di formamidu od Life Technologies.
9) Na konci probé&hla denaturace vSech vzorkt v termocykleru C — 1000 od Bio-

Rad pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut.

27



454 Sekvenace

Dana sekvenace byla provedena v genetickém analyzatoru ABI PRISM 310 od Life
Technologies, separaci v 61 cm kapilafe s POP6 polymerem v 1x Running pufru od Life
Technologies. V Data Collection Software 3.1.0 byl sefizen KB 310 POP6 (BDv3) 50Std
DyeSet a jako zakladni modul byl nastaven Seq POP6 (ImL)E. Doba nastiiku se pohybovala
mezi 15 az 30 sekundami pii el. napéti 2,5 kV. Separace probihala pii 12 kV za teploty 50 °C
piiblizné¢ 60 az 100 minut v zavislosti na predpokladané délce DNA fragmentu. Zajisténi

kvalitni sekvenace byly vSechny fragmenty DNA sekvenovany oboustranné.

455 Analyza sekvenénich dat

Hruba sekven¢ni data vyhodnocena za pomoci softwaru Sequencing Analysis 5.2.0
(Thermo Fisher Scientific), ktery vyhodnotil kvalitu sekvenace jednotlivych nukleotidt. U
pseudogenu COR1 nasledovala analyza pomoci Variant Reporter 1.1.0 (Thermo Fisher
Scientific), ktery umoznuje slozeni sekvenci od F a R primerid a provedeni alignmentu viici
referen¢ni sekvenci. Pro osekvenovani celého genu COR1 bylo zapotiebi osekvenovat dva
Castecné se prekryvajici produkty PCR, a proto bylo nezbytné vyhodnotit kazdy amplikon
zvlast a poté provést alignment téchto sekvenci. Pro vicendsobné porovnani vSech
sekvenovanych odrid u pseudogenu COR1 byla pouzita aktualni online verze softwaru
MUSCLE (Edgar, 2004). Manualni upravy sekvenci vSech gent byly provedeny pomoci
softwaru BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999). K porovnani ziskanych sekvenci vici sekvencim
ulozenych v nukleotidové databdzi GenBank byla pouZita online verze softwaru BLAST-N

2.7.1+ (Camacho et al., 2009).
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5 Vysledky

5.1 Vysledky testovani primeri

Byly testovany vSechny kombinace primerti jednotlivych genl pro vybrané genotypy
maku setého. Porovnani amplifikace probihalo elektroforeticky na agar6zovém gelu za pouziti
hmotnostniho standardu GenRuler 100bp od Thermo Fisher Scientific. Uspé&snost amplifikace
jednotlivych primerti jsou zaznamenany V tabulkach 8, 9 a 10. Pro sekvenaci byly vybrany
pouze kvalitné amplifikujici produkty, které jsou vyznacCeny zelenym stinovanim fadku

S danou variantou primerd.
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5.1.1 Vysledky amplifikace primera pro gen CODM

Tabulka 8 Uspésnost amplifikace primeri pro CODM

Ocekavana velikost

Pozorovana velikost

Primer F

Primer R

150 bp

150-200

VO01-F

VO01-R

1036 bp >1000 VO01-F V11-R

Obrazek 3 CODM - Varianty primera: 6-6, 7-7, 8-8, 9-8 a 1-10, 1-11, 12-8, 13-13, 4 genotypy; hm. st.

100bp
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5.1.2 Vysledky amplifikace primera pro gen COR1

Tabulka 9 Uspé&nost amplifikace primeri pro COR1

Ocekavana velikost | Pozorovana velikost | Primer F Primer R
247 bp 250-300 VO01-F VO01-R
187 bp 200 V02-F V02-R
164 bp 150-200 V03-F V03-R

Obrazek 4 COR1 - Varianty primerii: 11-9a, 12-10a, 13-13, 14-14, 4 genotypy; DNA mix ladder
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513

5.14 Vysledky amplifikace primeri pro gen T6ODM

Tabulka 10 Uspé&snost amplifikace primeri pro T6ODM

Ocekavana velikost

286 bp

Pozorovana velikost

Primer F

Primer R

X VO05-F V05-R
199 bp X V06-F V06-R
409 bp X VO7-F VO7-R

U ostatnich primerd u genu T60DM nedochazelo k amplifikaci nebo dochazelo
k nespecifické amplifikaci.

ey --——-

2-2
3-2

-~
—
—
E
j—l
s
—
p—

Obrazek 5 T6ODM - Varianty primeri: 2-2, 3-2, 4-4, 5-5, riizné genotypy; hm. st. 100bp

32



5.2 Vysledky sekvenovani a polymorfismu

Na zéklad¢ sekvenovani a nasledného skladani vybranych amplikont byly

zkompletovany genomické sekvence vybranych geni. Jednotlivé vysledky gend byly

nasledujici. Zlut€ jsou vyznaceny useky intront.

5.2.1 Vysledky sekvenace CODM

Obrazek 6 Porovnani sekvence genu CODM s databazi
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Vysledky sekvenace ukazaly pouze jednu bodovou mutaci v ¢asti 1559 v porovnani

s referencni sekvenci uvedenou v databazi. Na obrazku 7 je schematicky znazornéno

porovnani s CDS sekvenceni ostatnich gentit maku setého, kdy napf. u 7-O-demetylazy je

podobnost sekvenci 85 %. Zaroven jsou patrné chybéjici oblasti intronti.
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5.2.2 Vysledky sekvenace COR1

Obriazek 8 Porovnani sekvence genu COR1 s a COR1 pseudogenem
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Pfi testovani kombinaci primeri genu COR1 byla zaznamendna dvojice rtiznych
produktti. Na zdklad¢ sekvenovani se zjistilo, ze se jedna o amplifikovany pseudogen genu
CORL1. Jelikoz dany pseudogen velmi dobie amplifikoval, byl rovnéz sekvenovan. Mezi
funkénim genem a pseudogenem byla nalezena fada sekvencnich rozdila (Obrazek 9),
piedevsim bodovych mutaci a mikro indelt (inserce/delece). U pseudogenu byly publikovany
v databazi dva haplotypy, které byly pouzity jako referen¢ni sekvence pro alignment. U
pseudogenu se podatilo osekvenovat vSechny introny, nicméné u samotného genu COR 1

chybi ¢ast intronu 3, jedna se ptiblizné poslednich 10 bazi, z divoda nizsi kvality sekvenace.

Obrazek 9 Vysledky porovnani sekvenaci pseudogenii u 10 riznych genotypi maku setého
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GTAAAACTATTTTGGTGCAAAAATTGAACCTGATGCTTATGGGCGTAGGCACCACAACAGTTCTTAAACATCTATATATAGAACTTCAGAAAATTCAAAT

TIT  ececscscesoameiosscesssssocssiscasessassassanosoncsrioesessnnssossebensssssossasssessstsssssssaesosese
TII it csestssecsanannsasscoanasassasoasasasadascsansassanasssscsdsssensasocissaasoaseasossassosscnacnsasses
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AATTTCTCATGCAAAAAGCTTCAAGAGTTGATGGCGACAGCCAACACCCCTCCAGTTATAAATGAAGTGAGTACARATTAGTCACTTCAACGTTTGGATA
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ARAAATTGGTGGTTGGCATGTTCAACCTTGGCGATAGTTAATGCTATATTCAARATTACTACCTTTTGACAAGCATTTAGTCCATGTTCGCATTAGARATTT
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st amlsmesiboseanlssilssalsasleoslisseadsmailcas byl anlvwiborselssolomaieantyemiboeass]
TACARATGTTGATTGCTTACGATTAAGGTGGAGATGAGCCAGACTTTCCAACAAAAGAATTTGAGAGCATATTGCAAGGCCAATAATATCATGATCACCGC

Sl PErOOOH Lo Giaiers 25 [ B3] ot o O Rt FEYOIOoH, I ariche Hornatd ko 15 5|

ATACTCGGTTTT GCCC CGCAT AGCAATGCAGTTATGGATTCTAAAGTGCTTCACCAGATTGCTGTGGCCAGAGGARRATCTGTT
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COR1-pseudogen-clone?2 GCGCAGGTTGGTTAAATTTTCCCCTTCCAATCACATGTATAATTAACTTCTTAGTTTAACTTATATTTGTATGTTTTTT
CORI=pseudogen=cRonsl i S s e oo oo s 144e 1§ o B Sra o (e are (8 4101 NS S APIATE o 10 o B AL e o1 SR AT e G e 1o S iorb
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COR1IP-CONS-VZ30—OPA TI . .svveuvsonooesesossaoansansesssssesansssssssesssassssssssesesesessssssnssssses
COR1p-cons-vz24-ORB IT ....cuieissoansasastssvossissionssanssnssetosensesossasissonassssoasinesassaasoas
CORIP-cons-WwzO9-MAD cvies o s e S s o i e o e T o o e o T S o R R s M s R R S S e e el
CORTP=CONB-TZTTREI o coneie caveniorie e matie 1o e 4100 071518/ 0% 8 4001807 011875 KLU 0) WA A YNNG 417038 £p0 o7 @0 1w/ N w8100 07 9ih) §19) ¥/ 18 LWL i07 87107 9 18y 8 VAL YN8 0 <01
COR1p-cons-vZ19-DAN = . iiiinisicesaaisiarissresioiassssvesivosiaiionsoasvsaniesiosinssaanssisasiassanssan
CORIP-CONS=WZ2I ARV, i siereos ol bilel ot i o1} o) /80w a0 fo Totims Mo 78, (M ol 0} o 1R im0 (o 01 G S 04 ) Bt sl o o
CORIP-CONB-VZZD-OPEIIT . 400 oo omns o o isca siesiss o s ms ein o s,e s ae e:nn e s s e s s oee s e s oee,se e s:ees s oo s s oo
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CORIPZCONB-VZIL-MARY oo o 0o s o s i sanr on) s siie s o e w07 o8 e e S o S o S S T B SR iR s (914 el

Na zakladé¢ porovnani s referenénimi sekvencemi pseudogeni byly nalezeny dvé
bodové mutace v pozici 313 a 740. Zaroven bylo provedeno porovnani ziskanych sekvenci

vuci sekvencim uvedenych v databazi GenBank (Obrazek 10).
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5.2.3 Vysledky sekvenace T6ODM

Obrazek 11 Porovnani sekvence genu T60DM s referenénim vzorkem v databazi
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6 Diskuze

Hlavni pozornost z hlediska vyzkumu maku setého je predev§im zamétena na studium
biochemickych drah souvisejicich s riznymi sekundarnimi metabolity pfedev§im morfinové
alkaloidy typu morfin, thebain ¢i kodein. Mnozstvi obsahovych latek je samoziejmé silné
ovlivnéno podminkami vnéj$iho prostfedi, ale nemalou roli hraje i mnozZstvi a typy
ptislusnych enzymda, které tidi tvorbu jednotlivych metaboliti. Z tohoto diivodu ptevladaji
genetické studie zaméfené na troven exprese konkrétnich gent (Unterlinner et al., 1999;
Mikus et al., 2008; Chaturvedi et al., 2014), mezi které patii i CODM, COR1 a T60ODM, a
proto samoziejmé pievladaji 1 data v podobé CDS sekvenci. Vyjimku tvoii studie
publikovana v roce 2012 uvad¢jici kompletni sekvence genii kodujicich enzymy tcastnici se
biosyntézy noskapinu (Winzer et al., 2012). Tyto sekvence se vSak nedaly pro hledani

polymorfismu vyuzit, jelikoZ geny pro noscapin maji pouze nekteré odridy.

Pro detekci polymorfismu u vybranych genii lze ptfedpokladat variabilitu spise
V oblastech intronii nez exonl, a proto bylo v prvnim kroku nezbytné piislusné introny
charakterizovat na sekvenc¢ni Urovni. Pro detekci intronovych oblasti byl v této praci zvolen
pfistup kombinujici bioinformatickou analyzu sekvencnich dat a praktické testovani
Vv laboratofi. Komparativni analyzy fady rostlinnych a zivociSnych druhti ukazaly, ze oproti
zivoc¢ichim maji rostliny kratsi sekvence intront a exont, coz plati i o celkové délce genti. Na
zakladé téchto poznatkli byly designovany primery takovym zplsobem, aby v idedlnim
ptipadé pokryly vétsi ¢ast znamych CDS sekvenci gend. Podobny pfistup pouZil nedavno i
tym z Ciny (Guo et Liu, 2016) u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Alternativni
moznosti ziskat pozadované sekvence je spomoci klonovani do vhodného (typicky
bakterialniho) vektoru nebo aplikace nékteré z modernich metod tzv. NGS technologie (Celik

etal., 2014).

Pfi designu primert pro dané geny byla uspésnost amplifikace kolem 50 %. Dany gen
byl rozdélen na 3 az 4 segmenty a navrzeny 1 tzv. preklenovaci primery pro vykryti
nedostatkli primert segmentovych. Pozorované velikosti amplikond se vétSinou shodovaly
s ocekavanou velikosti. Sekvenace gentl probéhla uspésné s vyjimkou genu T60ODM, kde se

nedafilo osekvenovat druhou polovinu druhého intronu. Pro tuto skutenost byly navrzeny
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nové specifické primery, které mély amplifikovat problémovy usek. Bohuzel se nedatilo dany
segment kvantitativné a kvalitativné amplifikovat. | pies optimalizaci teplotnim gradientem se
nedafilo dany usek specificky amplifikovat. Pro navrzeni novych primerit bylo komplikujici i
jejich vazebné misto, které mélo Siroké spektrum specifity. Jednotlivé nové primery byly
navic navzajem velmi homologni. Pokud bychom chtéli dany segment osekvenovat, museli
bychom ho ligovat do vhodného vektoru. Pro tuto metodu vSak neni laboratoi katedry

genetiky nalezité vybavena a ani nevlastni povoleni pro nakladani s GMO.

Tato prace méla za cil porovnat polymorfismus jednotlivych geni u maku setého.
Pokud by se prokazaly vzorce polymorfismu u jednotlivych genotypi, mohla tato skute¢nost
poslouzit jako metodika pro porovnani riznych odriid maku od sebe. Bohuzel u genu CODM
byla prokdzana pouze jedna bodova mutace a u Ostatnich genl byla situace podobna. Tato
technika tak nejspise nebude mezi hlavnimi pro jednozna¢né ur¢eni odridy maku. Pokud by
se ale dalsimi studiemi potvrdila domnénka, Ze jedna bodova mutace u genu CODM je vlastni

pouze potravinafskym odriddm maku, mohla by tato mutace slouzit jako marker.

U sekvenace genu COR1 a studia jeho polymorfismu se nabizi skute¢nost vyuziti
zminénych bodovych mutaci pro rozeznani dvou zemédélskych variant maku. Ve studiich a
¢lancich (Ziegler et Facchini, 2008) se sice vyskytuje mak sety (Papaver somniferum L.), ale
nejpravdépodobnéji se jedna o tzv. opiovy & farmaceuticky mak. Mak péstovany v CR pro
potravinarské ucely zcela jisté nefiguruje v ¢lancich o genetické identifikaci maku (Lee et al.,
2010). S témito premisami a zjisténymi vysledky se da usuzovat mozné rozeznani téchto dvou

zemé&délskych variant maku navzajem od sebe.

Piijjemnym bonusem pii amplifikaci a sekvenaci genu COR1 bylo zjisténi jeho
pseudogenu. Tento pseudogen se podatilo samostatn¢ amplifikovat nov€ navrZzenymi primery
a nasledné ho zcela osekvenovat. Tento objev muze pfispét k objeveni dalSich pseudogenti u
jinych podobnych genii pro syntézu jednotlivych alkaloidl. Evolu¢né se sekundarni
metabolity a jejich duplikace nejspise vyvinuly celkem nedavno (Wink, 2003). Mizeme
predpokladat, Ze objevena duplikace u genu COR1 se muze vyskytovat i u jinych genti. Pro

jejich amplifikaci je vSak nutné navrhnout vhodné primery.
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Z hlediska genetiky se ziskané sekvence morfinovych geni délkou nijak vyrazné nelisi
od jinych rostlinnych genti (Dodsworth et al., 2015). Velikost tfi osekvenovanych gent se
pohybovala mezi 1000-1500 bp se tfemi introny. Bylo potvrzeno, ze proteiny rostlin, mezi
které patii i morfinové alkaloidy u maku setého, jsou kddovany mnohem krat$imi geny, nez u
klasickych eukaryotnich proteini. Geny Kkodujici rostlinné proteiny maji daleko mensi

exonové useky, nez tieba geny hub ¢i zivocichti (Ramirez-Sanchez et al., 2016).

Dalsim problémem byla nejasnost délky danych sekvenci s porovnanim s databazemi.
I kdyz v dnesni dob¢ existuji nové metody sekvenovani (Liu et al., 2012), pouzita Sangerova
metoda pfi daném mnozstvi a poméru cena/vykon zajistila kvalitni a pfesné vysledky. Vyuziti
NGS metod by vSak jisté¢ znamenalo redukci €asu pro sekvenovani s moZnym navySenim

poctu sekvenovanych odriid méaku setého.
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[ Zavér
Zavérem lze konstatovat, ze zvolené¢ cile prace byly splnény. Ptehledné shrnuti

vyplivajicich poznatki je uvedeno v nasledujicich bodech.

e Byla uskuteénéna bioinformatickd analyza sekven¢nich dat za pomoci
genovych databazi.

¢ Bylo navrzeno velké mnozstvi vhodnych primer pro morfinové geny CODM,
COR1 a T60ODM s naslednym provedenim optimalizace podminek pro jejich
amplifikaci.

e Byly optimalizovany podminky pro tcely sekvenovani.

e Studované geny byly uspéSné osekvenovdny a u vybranych odrid bylo
provedeno porovnani sekvenci a vyhodnocena uroveii polymorfismu.

e Hypotéza, ze lze identifikovat jednotlivé odridy maku za vyuziti sekven¢niho
polymorfismu genti souvisejici s tvorbou morfinovych alkaloidl, se ¢aste¢né
potvrdila, jelikoz SNP se nejspiSe 1isi u maku potravinaiského a opiového. Pro
identifikaci klasickych odrid maku vsak tato metoda vhodna neni.

e V ramci této prace byly poprvé charakterizovany sekvence intronti studovanych

genul.
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9 Prilohy

Ptiloha 1: Vicenasobné porovnani genu CODM

CODM-consens-FaR-seq2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl

KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl

KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seq2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct

KC854330.1 (DIOXS5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seq2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KCB54330.1 (DIOXS) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seg2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA,
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

comple

CODM-consens-FaR-seg2a3
KY688198.1 CODM ecotype BGE009

KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
Q500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
Q500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seg2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct

KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
Q500139.1 (T60DM) mRNA, compl

KT159979.1 T70DM mRNA,
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

complet

10 20 30 10 50 60 70 80 90 100
ERER R R R PRI R NP IR IR R ISP PRI IR IR (PR I PP IR I I |
TGGTTTGTCAATACCAAGTGTTCAGGAATTGGCTAAACTCACGCTTGCAGAAATTCCATCTCGATACACATGCAC CGGTGAAAGC CCGTTGAAT
| SRR IRR——

A..C...TC. Y . SRR c

T.ACC.TGA. A.A..RGG

T.ACC.GGA. A.T..RGG.

.A.CTT.A...ACC.

.A.CTTTT....CC.

.ATCTG.T. . TG

.A. .TC....C.
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

ESseEls
ATTGGTGCGTCTGTAACAGATG

{ IR I TR IR I I |
ATGAAACAGTTCCTGTCATCGATTTGCAARATTTACTATCTCCAGAACCCGTAGTTGGAAAGTTAG

AAT

c .
...AATGTG.C. .C.
G..AATGTC.CC.T.A..... A.G.T....C EES SRS PR R G..AG....G..A.....c0u. A.CA..... G.oeonn
G.G.....A.......T.. .ATC... sesscescesesT...A.BG..... A..... T... ..G...ACC.A..... .
GRS Rwsiess CiB R AATCL G ORGSRl KRG TS R R O s e
c { - PR A. B e Wa o o T T e e e e e e e e S T e S e e e e e RC.Ricivvaavs c
G.....A.... T....T . ce . eresasaC crsecesaan A .G.. ceses AL A . .
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

sissra e | s | pees osnmlene s avnn aans TossalaDves hossa Tevza e Dman Fosaslamsad sun vmes T
AATTGGATAAGCTTCATTCTGCTTGCAAAGAATGGGGTTTCTTTCAGGTATACAAATTTTGATTATACGTAGTTGATTGACGACTATTTAGTGTTTTACT

360 370 380 390 400
FOVRE SRS MO DO PRI X

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
B R I R IR IRl IPIP PP IPRI T IR EII I (PRI IR DI IR PRI I e |

TCCAATGAATGAGAAAACTAAATACGGACAGCAAGATGGAGATT TTGAAGGATTTGGACAACCCTATATTGAATCGGAGGACCAARAGACTTGATTGG

Lo oo saininiaiiesa €. Buviie. ARG oss v wainls B eie ¥id ke ssla e e G T.C...T WA iBewviaaes Bivawia c
...... T.G T . ° (TNORPE, TR  Ter e - | AR oo an v wessnasvies sl Be o owio B B Bss siiiviosBesvsonsnvoy
510 520 560 570 580 590 600

B R Il IR [P I R |
ACTGAAGTGTTTAGCATGTTAAGTCTTCCTCTCCATTTAAGGARGCCTCATTTGTTTCCAGAACTCCCTCTGCCTTTCAGGTTATTGTTTCTCTCCGTTT
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CODM-consens-FaR-seg2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOXS5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seq2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seq2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOXS5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seg2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seg2a3
KY688198.1 CODM ecotype BGE00Y
KY688199.1

©Q500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1

KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KCB54329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl

(CODM) gene, partia

Synthetic construct

KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

CODM-consens-FaR-seg2a3

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
FIETE TR (RIS [ET i (TN [Pl IS I I ITIei IR I ISR IRTEI [PER [ [P [ I I |

GCTTTTTCTCAATGCCGCACGTGATATTTTTTTTTTTAATGTTATTTTGGTTGGTTCAGAATAGTTTCATCAATATCGTCTAGGTTGCTAGGATAAACCA

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
ssms el vees Prams Tassal ves Usm P Leowa ] e vse hvsesloessd vsas esnslmorsdvmestamss b
TGGARAATCCTGTCTAGGTTGCCTARRATTCACATTCGGAGGCAGTATCAAGCAATCCGGGT TTGTGAAT TGCATGGT TTCCAARATATATCGAATCCAA

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

sbsslamsmibrrssbonsmilessalmead vl albrasilvmsdlsssabaselmedlesrmilssalnmat sasibaossl
ACATCATGCATCCCTAAAATCTGTCAGATGGAAAATATACTGAAGTTGCATTTGATCCCTAATTTACATCCTTTATGCAGGGAGACACTGGAATCCTACC

.......... A€ inwaiiea®

.......... A.C. . T

.......... P N ea—— 1

...... A...G.ccircosnsssT

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
SN SOV . SO (O Sy D SO OSSO (WSNCT | OUNAOR SO DR SOV (IR (ST, SO OO U, S |
TATCAAAAATGAAAAAACTATCAACGGTTGTCTTTGAGATGTTGGAAAAATCTCTACAATT AGTTGAGATTARAAGG TATGACAGACTTATT

GA.
GA..
CoveeBuiriivainanana T c.T Civennaana AA..ccounn { c P G.ACAAGC. ......00nunn
C....G ceeaas GT....C.T....C..... A.T.A.A....c0u0 Givevrana G.ACAAGC..CC........ G.. .
C....6.6....00.. «eses.T.T....C....C......A...G....G..A..G..G. .A....T.....G.AGGC...A.....GA.G..
C..oeG.B.ivvnvcnns AT..CGT.T.AC........ C.BGuvvvnnnn Giverians G. B - ...A..T..GA.GC.
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

efimewabinmimoiliosiorn Lo slinnms e elinsessrdilsmese Brmmiimsmmibinmsml s fimmsmedie FR R T |
TGAAGATGGGTTGCAAACAATGAGGATGAACTATTATCCTCCTTGTCCTCGACCAGAGCTTGTACTTGGTCTTACGTCACACTCGGATTTTAGCGGTTTG

...A.AC..CA.C..CT.A..AC....
c.cca.c.....

.C.G..

«.T.....GT.A..GT.G..
G..C..... A..... c
.G..C crseas .

. Covevnnn ..C

..... C.........A.C

..... Ciivivnvneail

..... C.ivsshesesC
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1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
O SO SO IO | NP, . OONR 1 1 UTS. SRPUORY, [WONONE | SO, I NUSOR.. WOSVONR: ML | SRR \WNROPORS. SUNGRINRS SRR SUOIOL. SINRNGS . UMY |
CODM-consens-FaR-seq2a3 TTGGAGACATTTTGGAGGTATTTAGGCTAAGGGCATATATGGCCTGCCTACTGGTCCTTGTTGTGAGTACCTGTTTTGACTGTACCCCGARAAGTTGCTT
KY688198:1 CODM eécotype BGEO009 i &b iy i s e e o b i e o i A e S R R S S S S e s S e S e S R R RN s
EY6808100:1 (CODMY: gener; Parbia i s i b e s o e s s e 8 s sy S s e a0 T RN S v ST SRR e m P TAS e SYaSTal
GQ500141.
KP400667.

1 (CODM) mRNA, comple
1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl

2 B

3

1

GQ500139.
KT159979.
KC854331.

(T60DM) mRNA, compl
T70DM mRNA, complet ............ G..
(DIOX6) mRNA, compl ........ G

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

JRL [PEPRMSRISI [RRSURUPUL [TOTADRN) [PRPRPUPRY [IPPRPE OSPUpN: SRSV [RUTUTII (PN (DU (TGTRTVPRY [IPRR [ORSRIIS [RORN] [ITCTN [PCPPRHG] SPRpUUN, NIRRT [uRetate |

CODM-consens-FaR-seq2a3 AGTTACTTAATGTTTCCCTTTTACAGATAATGACTAATGGGATTTACCGTAGCGTCGAGCACCGGGCAGTAGTAAACTCAACAARGGAGAGGCTCTCAAT
KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.

(CODM) gene, partia

1
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
o Booumsoroslimnrens dissoramiliowmssrliogomns Borssesaibiacessne Tonsssaser diaens soilisin o ilconssssabssmssnssBaxessnalibmnraseilosonsasilionaeabnsensrssonmse Tuasasensil
CODM-consens-FaR-seq2a3 CGCGACA TTCATGACTCTAAACTAGAGTCAGARATAGGCCCAATTTCGAGCTTGGTCACACCAGAGACACCTGCTTTGTTCAARAG AGGTAGGTAT

KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570

S ERASES] ORI, [TOMI [SOSMA] (SRR NOTTRSIL, [N nen [ SEeRty [NTAN [RTSU) (WO, Srtann (e

CODM-consens-FaR-seqg2a3 GAGGATATTTTGAAGGAARATCTTTCAAGGAAGCTTGATGGAARATCATTTCT GACTACATGAGGATGTGA
KY688198.1 CODM ecotype BGE009
KY688199.1 (CODM) gene, partia
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KP400667.1 Synthetic construct
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, compl
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
KT159979.1 T70DM mRNA, complet
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl




Ptiloha 2: Vicenasobné porovnani genu T6ODM

10 20 30 40 50 60 70 80 920 100

o Psnmswibuson: s seilmsondanailsereloensil il P slaseshenals wailnsssibuvmes Pevseslbass Basmsalsesml

T60ODM_consensus TCCTGTCATCGATATAGARAATTTATTATCTCCAGRAACCAATAATCGGARAGTTAGAR! TA TTCATTTTGCTTGCAAAGA TTTTTT
GQ500139.1 (T60ODM) mRNA, compl

GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp
KT159979.1 (70DM), complete cd
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
o P ssmerd il R svaltorssmtlies wpl smsmralisronmsl anemlisemnilacs alfemailismgls sepBosssiloa lemadlonms Bemaeilionssl
T6ODM_consensus CAGGTATATATGTCGTARATACAAGCATTGTGATTGCATCCAGTAGTTGTACTTTGTTACACTAAATATTAGCAAGTGAATCTTACTTTACATATATATG
GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
KC854330.1 (DIOX5) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp
KT159979.1 (70DM), complete cd
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
L SO NS | Y/ " [T—pre. Joyonnn) ooy [ N | Sup—w" | oum—w—e. ey NQpn_n | Suniow,! (apww ooy SONWny -y, W_—w9 |
T6ODM_consensus TTGCAGGTAGTGAACCA GACGCTTCATT AGTGTAAAATCAGAAATTCAAGGTTTCTTTAACCTTTCTATGGATGAGAAAACTARAT

GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl

GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp
KT159979.1 (70DM), complete cd
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
shasales sl sensleessl seeslzass Lass sle s Lanaailis as Usemleaws: Uanaslomss lue sslassslze v lasmalaasl
T60DM_consensus ATGARCAGGRA( TGGA T AAGGCTTTATTGAATCAGAGGACCAARCACTTGATTGGGCAGATATATTTATGATGTTCAC
GQ500139.1 (T6ODM) MRNA, COMPL - e e e nnnnnes s e s nnneaeannnnnesesnnnnnnssennnneseessnnnneeessnnnnseseensnnneseesnsnnnnesns
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple .C.G....C........... T e s N e O Brainoans s oBmimms wrarss saG b srmmnatas e A.P..BG.G: .« CC.ciiwn A.G
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl T.TGG........ B oniess A S R T R (o IPRIPES! A oL oy it e BRI B ST & RO O
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl T.TGG........ Bes, wigiana BLIGCE L i s S C ol C2 AaiGiiiane s Giosc Gt SCBRC w6t v
GQ500140.1 (DIOX2) MRNA, COmMP ...G....RA............ e e o s GGG SR e T SIS B R S CLUW s sy €% 5
KT159979.1 (70DM), complete c¢d ...G....AG........... i T A = T e CRe s B M e G e e C..G T.C..CAA
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl ...G....A............ BB o o (o - JPR—— SO 7 B oy wcorimnmie wymim i s ZI o . o o R ——
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
sleesslsese | seanlasssll smalaren s sl sesalie o Damppa s [mawsbsuseslan sslemslsesalemadases)
T60DM_consensus TCTTCCACTCCATTTAAGGAAGCCTCACTTATTTTCAAAACTCCCAGTGCCTCTCAGGTTATTATTAATTCATAATCGGTTTCTATGCACTTGACTTTTT
GQ500139.1 (T6ODM) MRNA, COMPL ... ... ...ttt ittt ittt aeeeeeeean
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple ...... ¢ SRS~ | W A W, G Gyn e TC. ...
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl ...... CAAA...A.G...cunx T.AGGC. .... CCovcaie i TC.A... ...
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl ...... CAAA...A.G......... AGGC. .... { o APTANRRE ST, BC. Kz ana
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp ...... TP v it SE A SR s AR RS ., LR
KT159979.:1 (70DM);: complete:cd’ i oidaisisGoa i sousssad & W b e a@uiaind L s e
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl ...... B Cusnli.Cuii: iGR. ACAC. G, . ®. .. .PCRL: o
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
il resersdismsil smeebmeenil cas szl aadilsnexds omilspilond Bsedlpesalio adlemsmbzaalaemalizexsi
T60ODM_consensus AATCTCACATTTTCGTAGTCGGTTTCTGTGCACCTCACTCAGTTTATTCTTATTCTTTTTTTTTGGTTGGCCCATAACAAARATTATCCCTCTTGATATT

GQ500139.1 (T60DM) mRNA, compl
GQ500141.1 (CODM) mRNA, comple
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp
KT159979.1 (70DM), complete cd
KC854331.1 (DIOX6) mRNA, compl
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T60DM_consensus

GQ500139.1 (T60ODM) mRNA,
GQ500141.1 (CODM) mRNA,
KC854329.1 (DIOX4) mRNA, compl
KC854330.1 (DIOXS) mRNA, compl
GQ500140.1 (DIOX2) mRNA, comp
KT159979.1 (70DM), complete cd
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