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Abstrakt

Tato diplomovad priace se zabyvd vytvorenim schéma biosyntetické drahy
vybranych alkaloidii maku setého, ndvrhem primert pro vybrané geny a optimalizaci
PCR reakce téchto gent pro amplifikaci a ndsledné sekvenovdni co nejdelSich
fragmentl. Optimalizace PCR reakce byla provedena pro geny 7OMT, TMNT
a CODM, které se podileji na biosyntetické drdze morfinu, kodeinu, papaverinu,
noskapinu a sanguinarinu. Kazdy gen byl rozdélen na polovinu a primery byly
navrzeny samostatné pro kaZzdou polovinu genu. Celkem bylo navrhnuto 13 pari
primerd. Optimalizovdno bylo pét par primerti pomoci gradientové PCR a gelové

elektroforézy. Tyto primery byly pouZity pro sekvena¢ni analyzu.

Kli¢ova slova: mak sety, biosyntetickd drdhy, alkaloidy, primery, PCR

Abstract

The thesis deals with the creation of the biosynthetic pathways of selected
alkaloids of opium poppy. Then is following the design primers for selected genes
and optimization of PCR reaction of these genes for amplification and sequencing
of the longest fragments. The PCR reaction was optimized for the 7OMT, TNMT
and CODM genes. These genes are involved in biosynthetic pathways of morphine,
codeine, papaverine, noscapine and sanguinarine. Each gene was split in half.
The primers were designed separately for each half of the gene. Altogether were
designed 13 pairs primers. 5 pairs primers were optimized by gradient PCR and gel

electrophoresis. These primers were used for sequencing analysis.

Kli¢ova slova: opium poppy, biosynthetic pathway, alkaloids, primers, PCR
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1. Uvod

Péstovani méku v Ceské republice ma dlouholetou tradici. Rostlina je zajimava
produkci oleje asemen. Tyto komodity maji své vyuZiti v potravindiském
a farmaceutickém primyslu. Obecné zndmé jsou také vyvary z makovic s pozitivnimi

ti¢inky na lidsky organismus. Mk patif v Cechdch mezi nejvyznamnéjif olejniny.

Produkce méku je v Ceské republice omezena legislativou. Je dovoleno zde
péstovat mdk s maximdlnim obsahem morfinu 0,8 %. Ceskd republika
je nejvyznamnéjSim péstitelem tohoto typu mdku. V nékterych statech je péstovani
opiového maku legilni napiiklad v Madarsku, Francii, Indii & Spanélsku.
V nekterych zemich vSak dochdzi k velkoobjemové produkci opiového maku
za ucelem ilegdlni distribuce ndvykovych latek. Tyto zdroje mdku jsou urceny
pfedev§im pro vyrobu heroinu. Touto vyrobou je nechvalné zndm piredevSim

Afghanistan a oblast Myanmar.

Odridy maku muazeme délit do dvou skupin dle mnoZstvi opia obsaZeného
v makovici. Toto rozdé€leni ptedurcuje i jejich vyuziti. Odridy s nizs§i produkci opia
se vyuzivaji pouze v potravindiském primyslu. Odridy s vy$§im obsahem
se vyuzivaji v potravindiském i ve farmaceutickém prumyslu.

Alkaloidy tvotici jednu ze slozek opia se ziskdvaji z makovic bez semen.
sanguinarin, noskapin a berberin. Jejich biosyntetickd draha je sloZitd a zahrnuje
mnoho enzymovych katalyzdtori imeziprodukti. Drdha je dlouhd, atedy
i energeticky naro¢nd. Diky znalostem celé biosyntetické drdhy je moZné zjistit jaké

geny jsou v této draze zapojeny.



2. Literarni piehled

2.1 MaK sety

Miék sety neboli snodarny c¢i spankovy (Papaver somniferum L.) pochdzi
z vychodoasijského (Cina, Nepil) a predoasijského (Mald Asie, Zakavkazi, Iran,

vysoc¢iny Turkménie) genového centra (Vasak et al., 2010).

Cesky rodovy nazev mék souvisi s pivodné asi feckym mékon (mék). Druhovy
latinsky nazev (somnifer = snodarny; pochézi ze somnus = spének, ferre = ptinést)

vyjadfuje uspédvaci G¢inek mlécné stavy (Novdk, 2007).

Patii do Celedi makovitych (Papaveraceae) a do rodu Papaver (mék), ktery déle

obsahuje asi 120 druhti (Baranyk et al., 2010).

Rise Plantae

Odd¢leni Magnoliophyta

Ttida Rosopsida

Rad Ranunculales

Celed Papaveraceae
Podceled’ Papaveroideae

Rod Papaver

Druh Papaver somniferum L.

Tab. ¢. 1: Taxonomické zarazeni maku setého (Labanca et al., 2018).

2.1.1 Historie

Piivod kulturniho médku setého neni spolehlivé zndm, jako plané€ rostouci nebyl

zjiStén. Za jeho pfedka byva obvykle povazovani mak Stétinkaty (Novak, 2007).

DoloZené nalezy maku pochdzi z neolitu, mladSi doby kamenné, hlavné

v kolovych stavbach predhuii Alp. Jsou datovany asi 2 tisice let pt. n. 1. Nejstar$i ndlez

maku z Ceské republiky pochazi z Ostrova u Stiibra se staifm asi 2 800 let.

Maik péstovali 4 tisice let pt. n. 1. Summerové. Z té doby téZ pochdzi zminka
o pouZivani $tdvy z makovic. Staii Egyptané v XVIII. dynastii (asi 1 550-
1 300 pf. n. 1.) méli nadoby ve tvaru makovic. V Turecku je mék tradi¢ni rostlinou jiz

od 3 000 let pt. n. 1.
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Mik se v Evropé nejen jako ozdoba pfedméti a penéz zmiiiuje uz 1 000
az 2 500 pt. n. 1. V 9. stoleti Homér v Illyas a Odyssea basni o Helening trojské smési.
Ta ziejmé pro obsah opia tlumila bolesti isvary. Antické Recko je vieobecnd
z pohledu médku — asi z doby 600 let pt. n. 1. — velmi poetické. Makovice jsou zde
symbolem boha spianku Hypnose a jeho bratra Thanata — boha smrti. Jejich matkou
je bohyné noci Nyx zobrazovana s ¢ernymi kiidly. V jedné ruce drzi bilé dit€¢ Hypnose
avdruhé cerného Thanata. Synem Hypnose je bih sni Morfeus, ktery byva
zobrazovan ovénceny makovicemi. Mdk podle legendy lidem darovala bohyné
Demeter. Souc€asné fecké mésto Sikion se v 8. stoleti pf. n. 1. nazyvalo Makon (mésto
maku). Odtud je 1 staré synonymum pro opium a to ,,mekonium* s proti bolestivymi
uc¢inky. Toto zminuje jiZ v roce 460 pt. n. 1. Hippokrates. Zptisob nafezavani makovic
popsal na konci 4. stoleti Theofrast. Lékat Herakmet ve 3. stoleti pf.n.l. urcil davky

opia podle nemoci.

V Evropé se mék jako zahradni a okrasnd plodina péstuje od sttedovéku.
Obecné¢ jsou zndmi jeho narkotické ucinky, proto jsou odridy s obsahem navykovych
latek regulovany. V zahradéch takto vytrval v pomérné velkém rozsahu asi az do roku

1990. Od pocatku 21. stoleti je jeho zahradni péstovani vyjimkou (Vasik et al., 2010).

2.1.2 Biologie maku

Popsanych druht médku setého je vice nez 100. Tento rod se zacal od prvni
poloviny 19. stoleti postupné Clenit do nizsich kategorii tzv. sekci. Jsou pfitom
vyuzivany hlavné¢ morfologické diakritické znaky druhd, aredly jejich rozsifeni
a od konce 20. stoleti, ataké sloZeni jejich alkaloidnich spekter. Maky obsahuji
alkaloidy nékolika typt. Alkaloidni produkce je konstantnim, geneticky fixovanym

znakem (Vasak et al., 2010).

Sekce Papaver obsahuje pouze dva jednoleté druhy — mdk sety (Papaver
somniferum L.) a mék $tétinaty (Papaver setigerum DC.). Rostou plané v jizni Evropé,
Mediteranu a Malé Asii. Rostliny obou téchto druhit maji nejcast&ji kvéty svetlé ¢i syt
fialové. U fady genovych zdroji jsou vSak kvéty bilé, Cervené artzové zpravidla
s temnou, fid¢eji bilou, skvrnou na bazi. Tobolky jsou riznych tvart, zuby terce jsou
zieteln¢ oddalené. Zikladni chromozomové ¢&islo sekce jen= 11, vrdmci rodu

je vyjimecné. Rostliny jsou diploidni (2n = 22), velmi zfidka tetraploidni (2n = 44).
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Pro rostliny této sekce je charakteristickd a spoleCensky vyznamnd piitomnost

alkaloida.

Pl 21 Pavot somnifére. Papaver somniferum I

Obr. &. 1: Mdk sety (https://www.alamy.com)

Rostlinu maku setého je mozné vyuzit jak pro produkci semen, kterd jsou urcena

pro lidskou vyZivu, tak i makovou sldamu — makovinu pro farmaceuticky primysl.

vvvvv

Mik opiovy md sedm poddruhti, které spojuje produkce bilého latexu vytékajicitho
z makovic, tj. opia (Vasak et al., 2010). Tento mdak m4 velmi dobfe vyvinuty systém
cévnich svazkd, v jejichZ floémové ¢asti se nachazeji mlécnice s vysokym obsahem
alkaloidt v latexu (Baranyk et al., 2010). Makovice jsou hladké. V opiové zralosti,
kdyZz zelené makovice po nafiznuti intenzivné mlé¢i, maji tobolku pokrytou
voskovymi vypotky. Médk semenny md jen jeden poddruh. Makovice jsou hrbolaté
alyko je méné vytvorené, tvrdé, s malymi mlécnicemi, které témeéf nemléci (VaSak
et al., 2010), zato poskytuji vyS$§i vynos kvalitnich semen (Baranyk et al., 2010).
Vyuziti semene je tradicné kulindrni a v potravindiském pramyslu (Vasik et al.,
2010). Makovinu (prazdné tobolky) a horni ¢ast stonku anebo jeji drt’ nakupuje
farmaceuticky prumysl pro ziskdni alkaloidi na vyrobu lé¢iv. Makovina jedinym
piirodnim zdrojem morfinu a dalSich alkaloidi pro medicinské ucely (Yazici

et Yilmaz, 2017).
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2.1.3 Morfologie maku

Semeno mdku je ledvinovité, dlouhé asi 1,0-1,5 mm. Jeho povrch
je rozbrazdény v Sestiihelnikové ploSky ohranicené mirné vystouplymi Zebry. Tento
zdrsnény povrh proto zvySuje pfilnavost praSkovitych ochrannych prostredki i vody.
Nase odriidy maji modré, Sedomodré, bilé, ptipadné okrové osemeni. Barva vSak miize
byt také stiibrosedd, fialova, rizova, hnéda az ¢ernd. Blankytn¢ modra barva osemeni

je urcitou garanci typické makové chuti.

Kofenova soustava je tvofena kulovym kofenem s n€kolika silnymi
postrannimi koteny. Tyto hlavni prvky jsou doplnény velkym mnoZstvim vléscitych

kotink, které se tvoii mélce pod povrchem pidy.

Lodyha méku doristd do vysky 1-1,8 m. Pocet vétvi je odriidovym znakem,
ktery je ale velmi siln€ ovlivnén sponem, v némz rostliny péstujeme. Lodyha pod
makovici mize byt hladkd nebo piipadé zcela pokryta Stétinkami — ostny. U nés

péstované odrudy se v tomto znaku Stépi.

Listy se déli na spodni (pod rozvétvenim rostliny), sttedni (v jejichz uzlabi
se tvofi vétve) ahorni (pfisedlé k jednotlivym vétvim). Listy jsou jednoduché,

podlouhlé, mirn€ zvlnéné a zubovité. Jsou pokryty jemnou voskovou vrstvickou.

Kvét méku ma dva kalisni listky a ¢tyfi korunni platky. Korunni platky mohou
byt riizn€ zbarvené, ve vétSing piipadil se na bazi objevuje velkd skvrna. Kvéty mohou
byt rizové, svétle nebo tmavé Cervend, fialové. Korunni platky jsou bud’ celokrajné
nebo zubaté, nékdy i silné roztiepené. Tyc€inek je mnoho (150-250). Také pylu se tvoii
velké mnozstvi. Pylovd zrna jsou Zivotna piiblizné tyden. Mdk se fadi mezi

samosprasné rostliny.

Tobolka mdku (makovice) miZze byt zcela uzaviend nebo ma pod paprsky
blizny otvory, kterymi se mize semeno vysypat na zem. Velikost a tvar tobolek jsou
predevs$im odridovym znakem. MnoZstvi a velikost semen zavisi na velikosti tobolky,
jejim tvaru a poetu lamel v tobolkdch. Semena ptisedaji na poetu, ktery se shoduje
s poctem paprskl blizny. Toto je vidét na korunce makovice, jeZ je souc¢asné bliznou.
Tvar makovic mize byt ovélny, kulovity, kuZelovity nebo zplostély. Tvar bliznového

terCe je bud’ stfechovity, talifovity nebo miskovity. Pocet lamel v makovici
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se pohybuje v rozmezi 8-14. V tobolkdch miiZe byt az 12 000 semen. Obvykly pocet
je kolem 4-6 000 a hmotnost semen 2-3 g na makovici (Vasak et al., 2010).

Obr. &. 2: Mak sety (http://botanika.wendys.cz)

2.1.4 Péstovani maku

Mik ma v Ceské republice dlouhodobou péstitelskou a spotiebitelskou tradici
(Baranyk eral., 2010). Historicky byl mdk péstovdan a vyuZivdn jako olejnina,
potravina. Okrajové se uplatnily v lidovém lé€itelstvi vyluhy a tinktury z tobolek jako
analgetikum a hypnotikum. Nebyly nalezeny Z4dné zdznamy, Ze by v Ceské republice
dochézelo ke zneuzivani této kulturni plodiny. Odrtidy péstované na naSem tizemi jsou
maky olejné a jsou tedy orientované na produkci kulindrné hodnotného olejnatého
semene, aproto maji niz§{ obsah alkaloidl, neZ odridy specializované
pro farmaceutické zpracovdni (Agris, 2019). Jeho péstovani je ddno legislativou.
Zéakon €. 273/2013, kterym se méni zdkon €. 167/1998 Sb., o ndvykovych latkéch,
zakazuje péstovani odrid maku setého (Papaver somniferum L.), které mohou v susiné
z tobolek obsahovat vice nez 0,8 % morfinu (Ministerstvo zdravotnictvi, 2019).
V Ceské republice se alkaloidy ziskdvaji zpracovanim prazdnych suchych makovic
(Novak, 2007). Déle je také ohlasovaci povinnost péstovani médku pti celkové ploSe
vétsi neZ 100 m? a ohlasovaci povinnost pfi vyvozu a dovozu makoviny (Ministerstvo

zdravotnictvi, 2019).
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Ceskd republika je nejvyznamnéj$im svétovym péstitelem a exportérem
konzumniho méku. V roce 2012 doslo v ¢eské republice k poklesu osevni plocha
madku setého pod udroven 50 % dfivéjsSich primérnych hodnot. Od roku 2013 byla
plocha postupné navySovana. V poslednich dvou letech vSak péstovani této plodiny

komplikuji nepiiznivé vn&j§i podminky (EAGRI', 2018).

80000

70000

)
(o))
o
o
o
o

50000

40000

30000

20000

10000 I I
0

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Rok

Osevni plocha (ha

Graf ¢&. 1: Osevni plocha maku setého v CR v letech 2002-2018 (Cesky statisticky tiad, 2019).

V Ceské republice je produkce opiového mdku zakdzand, ale jsou stity,
ve kterych se opiovy mak péstuje legalné napt. v Turecku, Indii, Australii, Spané&lsku,

Francii, Mad’arsku (Yazici et Yilmaz, 2017) a ve Velké Britanii (Agris, 2019).

Jsou ale istaty ve kterych produkce probihd ilegdln€. NejvétSim ilegdlnim
producentem opia je Afghénistan. V roce 2017 zde byla osevni plocha 328 000 ha,
které odpovidaji 3/4 celkové odhadované plochy ilegélni produkce opia. V roce 2018
produkce klesla na 263 000 ha, doSlo tedy ke sniZzeni péstitelské plochy o 20 %
(UNODC!, 2018). Druhym nejvétsim producentem byl Myanmar s 41 000 ha v roce
2017, v roce 2018 osevni plocha klesla o 12 % na 36 100 ha (UNODC?, 2018).

15



350000

300000

—250000

<

O

< 200000

o

o

o

*= 150000

>

(0]

wv)

O 100000

50000|III | |‘
0 n
<t 1N O SN 0 OO O 04 N OO < 1N O IN 00 OO0 O d N N < 1 O N
a OO O O O OO O O O O O O O O O O o ™ o o o o o o
aa OO o 0O 0O 0O O O O O O O O O O O OO O o o o o o o
I AN AN AN AN AN AN NN NN NN NN NN NN

Rok

Graf &. 2: Osevni plocha maku setého v Afghdnistanu v letech 1994-2018 (UNODC?, 2018).
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Graf &. 3: Osevni plocha mdku setého v Myanmaru v letech 1996-2018 (UNODC?, 2018).

Hlavni problémem pfi snaze omezit péstovani opiového médku jsou Zivotni
podminky v produk¢nich oblastech. V Indii, Pdkistdnu, Afghdnistdanu a tzv. zlatém
trojihelniku na dzemi Myanmaru, Thajska a Laosu vyndS$i chudym farmaiim
produkce opiového maku vyssi vydélky, nez kterych by dosdhli péstovanych jinych
plodin. Nelegélni produkci opia se proto pies veSkerou snahu nepodafilo potlacit
a problémy s nezdkonnou distribuci nejen opia, ale hlavné opiovych derivéti (heroin)

pretrvavaji (Baranyk et al., 2010).
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2.2 Opium

Rostlina je ve floémové Casti prostoupena dlouhymi trubicovymi mlé¢nicemi,
které vznikly postupnym rozpousSténim bunécnych prehrddek a splynutim téchto
bunck (Baranyk et al., 2010). Cel4 rostlina (kromé semen) obsahuje mlé€nou $tdvu

(latex), na vzduchu tuhnouci v hnédou hmotu zvanou opium (Novék, 2007).

Opium se ziskdvd mélkym nafezdvanim zelenych tobolek zhruba 15-20 dnti
po odpadu kvéti (Vasédk et al., 2010). Natezavani se provadi v podvecer specidlnimi
noZi s paraleln€ uloZenymi ostiimi tak, aby se st€éna makovice neprofizla. Rdno druhy
den se z povrchu tobolek seSkrabdvaji kriipéje zaschlého latexu (opia). Ty maji hnédou
az temné€ hnédou barvu, hofkou chut’ a omamnou vini (Vasak er al., 2010). Pokud neni
sklizen provedena ve spravny Cas (v dobé kveteni) je ovlivnéna kvalita latexu. Pokud

je sklizen prili§ Casnd, snizi se obsah morfinu. V piipad¢€, kdy je médk sklizen pfili§

pozdé, morfin postupné degraduje na kodein (Labanca et al., 2018).

Obr. ¢&. 3: Cerstvé naiiznutd makovice s latexem (https://pflanzenforschulng.de)
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Obr. &. 4: Makovice s uschlym latexem (http://handmaid.cf)

Opium obsahuje latky typické pro mlécné $t'avy, tj. bilkoviny, sliz, pryskyfice,
vosky aenzymy. Ddéle obsahuje organické kyseliny (napf. kyselinu mlé¢nou,
mekonovou, opidnovou) a lakton mekonin (Vasédk et al., 2010). Nejzndméjsi sloZkou

opia jsou alkaloidy (Novak, 2007).

Opium se fadi mezi silné jedy (Vasdk et al., 2010). ZneuZivani jeho slozek,
zejména alkaloidii a jejich derivatd vede k chorobnému ndvyku tzv. morfinismu

(Novak, 2007).

2.2.1 Alkaloidy

Alkaloidy rodu Papaveraceae se fadi do skupiny isochinolinovych alkaloidi

(Evans et al., 2009). Tato skupina se dale déli na rtizné typy:

e tetrahydroisochinolinové

® benzylisochinolinové — papaverin

e ftalidisochinilinové — noskapin

e protoberberinové — berberin

e protopinové

e aporfinové

¢ morfinanové — kodein, morfin, tebain

® benzofenanthridinové — sanquinarin

e emetinové (Spilkova et al., 2016).

Jsou jednou z hlavnich skupin dusikatych sekundarnich metabolitd rostlin.

Jejich vyznam pro rostlinu neni jednozna¢ny. Pfedpokladd se, Ze vznikly v disledku
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obranného mechanismu rostliny. V opa¢ném piipadé¢ mohou byt jen odpadnimi

latkami rostlinného piivodu (Vasik et al., 2010).

Alkaloidy se vyskytuji v cytoplazmé specializovanych bunék - laticifery,
které jsou spojeny s floémem ve vSech orgdnech (Desgagné-Penix et al., 2010). Floém
je vodiva tkan lymfy ajetvofena sitovymi prvky, které mohou byt rozliSeny
v sitovych bunikach a sitovych trubicich. Parenchymatické buiiky obklopuji laticifery

v ramci velkého a malého cévniho svazku (Labanca et al., 2018).

Alkaloidy se syntetizuji v rostlindich jiz 2-3 dny po vykli¢eni. Postupné
se syntetizuji v kofeni, hypokotylu, dé€lohdch, pravych listech, a nakonec ve stonku
atobolce. V obdobi nejintenzivngjSiho ristu, to znamend od faze listové ruzice
az do faze zacatku stonkovani jsou alkaloidy soustfedény v kofenech. V listech
a lodyhach je nejvyssi obsah v obdobi intenzivniho ristu rostliny do fize kveteni
az 14 dni po odkvétu. V tobolkach se nejvyssi obsah opia vyskytuje v obdobi opiové
zralosti (Vasak et al., 2010).

V méku bylo identifikovdno vice nez 40 alkaloidi. Celkovy obsah alkaloidt
dosahuje az 25 % opia (Spilkova et al., 2016). 6 alkaloidil tvoii vétSinu obsahu, jsou
to morfin (4-21 %), tebain (0,5-2 %), kodein (0,8-2,5 %), noskapin (4-8 %),
papaverin (0,5-2,5 %) a retikulin (0,1-2 %) (Abedini et al., 2018).

Papaver somniferum se ukdzal jako modelovy druh ke studiu metabolismu
alkaloidt, protoZe tato rostlina hromadi velké mnoZstvi jejich podskupin (Scrossa

et al., 2018).

Chirélni centra v alkaloidové kostte vylucuji chemickou syntézu jako alternativu
k péstovani plodin pro komeréni produkci farmaceutickych opiatii (Onoyovwe et al.,
2013). Z tohoto divodu zlstdvd hlavnim zdrojem mék sety (Jablonicka et al., 2018).
Naptf. morfin obsahuje 5 chirdlnich center. Morfin vyskytujici se pfirozené
m4 analgetické ucinky, zatimco uméle syntetizovany morfin Zadné analgetické tcinky

nema (Brook et al., 2017).

2.2.1.1 Morfinanové alkaloidy

Morfin byl poprvé izolovdn v roce 1804 Fridrichem Setiirnerem. Komeréni

vyroba morfia zacala vroce 1820 v Evropé a vroce 1830 ve Spojenych statech
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(Brook et al., 2017). Po vyndlezu podkoZni injekce v roce 1853 se morfin v hojné mite
pouzival k tiSeni bolesti v americké obCanské vélce a také v prusko-rakouské valce.
V roce 1874 poprvé pfipravil Alder Wright analog morfinu — diacetylmorfin. Byl
pojmenovan heroin a pouzival se pfedevS§im proti kasli. Jeho ndvykovost byla zjiSténa
az mnohem pozdé&ji. Heroin na rozdil od morfinu m4 méné vedlejsich Gc¢inkd, proto
ziskal celosvétovou popularitu (Baranyk et al., 2010). V soucasné dobé& je morfin
jednim z nejznaméjSich piikladd pouzivani 1ékti rostlinného ptvodu (Brook et al.,
2017). Tento alkaloid ma silné analgetické tucinky, které jsou dulezité v oblasti

mediciny. Na druhou stranu mé zédvazné vedlejsi uCinky, napt. zavislost, akutni otrava,

nebo smrt (Du et al., 2018).

Kodein je méné u¢inny nez morfin, ale také méné navykovy. PouZziva se jako
antitusikum a pfi 1é¢b¢ tézZkého prijmu (Mishra et al., 2013). Kodein v roce 1832

objevil Pierre-Jean Robiquet (Wisniak, 2013).

Tebain je vychozim materidlem pro vyrobu polosyntetickych opiatd,
napt. oxykodonu, oxymorfonu a buprenorfinu. Déle je prekurzorem morfinu

a kodeinu (Hagel et Facchini, 2013).

2.2.1.2 Benzylisochinolinové alkaloidy

Papaverin je jeden z hlavnich alkaloidi v mdku. Byl pouZivdn jako 1€k
pro 1écbu kieci stfevnich a mocovych cest, astma, rendlni a bilidrni koliky, plicni
arteridlni embolii, migrény, schizofrenii ajako relaxacni latka hladkého svalstva
(Desgagné-Penix et Facchini, 2012). Tyto tc¢inky jsou zplsobeny zvySenim hladiny
cAMP inhibici fosfodiesteraz (Pathak et al., 2013). Papaverin byl objeven v roce 1848
Georgem Merckem (Han et al., 2010).

Papaverin byl prvnim opiovym alkaloidem, pro ktery byla navrZena
biosyntetickd drdha. Drdha papaverinu mé dvé mozZné cesty. Prvni je NH cesta,
kterd vede pres meziprodukt (S)-norretikulin a druhd NCHj3 cesta, kterd vede pies
(S)-retikulin. Prvni zminovand draha byla identifikovdna jako hlavni metabolickd

cesta k papaverinu (Desgagné-Penix et Facchini, 2012).

2.2.1.3 Ftalidisochinolinové alkaloidy

Noskapin byl objeven v roce 1803 francouzskym primyslovym chemikem

Charlesem Derosnem (Dang ef Facchini, 2014). Je pouzivan jako 1€k proti kasli.
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Noskapin na rozdil od jinych opiatli neni ndvykovy. Po morfinu je to druhy nejbohatsi
alkaloid v latexu. Vzhledem k vyskytu dvou chirdlnich center v této molekule je jeho

de novo chemickd syntéza té€Z vyloucena (Abedini et al., 2018).

2.2.1.4 Benzofenanthridinové alkaloidy

Sanguinarin  vykazuje specifické toxické uUcinky proti byloZravcim
a mikrobidlnim patogeniim (Alcantara et al., 2005). Sanguinarin se nevyskytuje

v latexu, ale dochdzi k jeho akumulaci v kotfenech (Beaudoin et Facchini, 2014).

2.2.1.5 Protoberberinové alkaloidy

Berberin snizuje hladinu cholesterolu a funguje jako svalovy relaxant

(Labanca et al., 2018).

2.2.2 Biosynteticka draha alkaloidu

Biosyntéza alkaloidii probihd syntézou v metabolicky aktivnich pletivech
jako jsou meristémy, pletiva inicidlni, Zlazova, poranéné kambium a pravdépodobné
i v mlécné st'ave. Alkaloidy jsou predevsim ve formé soli kyseliny mekonové, sirové
a mlécné, pouze narkotin je volny. Akumulace alkaloidi je nejvyssi v obdobi dvou
tydnt od poc¢éatku odpadani korunnich platkli. Syntéza neni kontinudlni a v pribéhu
dne dochézi k jejich tvorbé a odbourdvani. Jednotlivé alkaloidy se tvoii rizn¢ béhem
vyvoje rostliny. Urcitd shoda je sledovdna pouze u nékterych dvojic alkaloidd,
ato kodeinu a tebainu, noskapinu a narkotolinu, morfinu a papaverinu. V raném
obdobi vyvoje rostliny se tvori spiSe vedlejsi alkaloidy. Od obdobi vyvinu poupat
se v nadzemnich ¢dstech rostliny tvoii kodein, tebain a norkatin. Morfin se zac¢ind
v rostliné hromadit aZ po ukonceni fdze riZice listl a souCasné s narkotolinem

a papaverinem se tvoii aZ do opiové (technické) zralosti (Vasak et al., 2010).

Samotnd syntéza zacind kondenzaci dvou derivatti L-tyrozinu (Pathak et al.,
2013). Z nich postupné¢ vznikd dopamin a 4-HPAA, které se spoji Pictet-Spenglerovou
kondenzaci katalyzovanou enzymem NCS (Facchini ef De Luca, 2008). Z tohoto
spojeni vznikne (S)-norkoklaurin, tj. prvni hlavni prekurzor nékolika biosyntetickych
drah, vcetn¢ dal§tho meziproduktu - (S)-retikulinu (Wijekoon et Facchini, 2011).
(S)-retikulin miiZe byt oxidovan na (S)-skoulerin enzymem BBE, coz je kli¢ovy krok

k tvorbé sanguinarinu a berberinu, nebo mize byt oxidovan enzymem DRS, to vede
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k tvorbé (R)-retikulinu a ddle k syntéze morfinanovych alkaloidii — tebain, kodein

a morfin (Hagel ez al., 2012).

Konverze jednotlivych alkaloidi zahrnuje mnoho enzymatickych krokl
(Wijekoon et Facchini, 2011). Biosyntéza alkaloidt je tedy energeticky velmi ndro¢na

(Vasak et al., 2010).

V nésledujicim obr. €. 5 je zobrazena biosyntetickd draha papaverinu, tebainu,

kodeinu, morfinu, berberinu, noskapinu a sanguinarinu.
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Obr. ¢. 5 Biosynteticka draha alkaloidi morfinu, thebainu, kodeinu, sangunarinu, berberinu, papaverinu a noskapinu.

Seznam autori: [1] Desgagné-Penix et Facchini, 2012, [2] Beaudoin et Facchini, 2014, [3] Facchini ef De Luca, 2008, [4] Onoyovwe et al., 2013,
[5] Schliger et Dréger, 2015, [6] Wijekoon ef Facchini, 2011, [7] Weid et al., 2004, [8] Desgagné-Penix et al., 2010, [9] Chen et al, 2015, [10]
Dang et Facchini, 2014, [11] Hagel et al., 2012

Seznam zkratek je uveden na konci diplomové price
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2.3 Zakladni aplikace molekularnich technik ve Slechténi rostlin

2.3.1 Molekularni markery

Obecné termin molekularni markery oznacuji technologii, ktera vyuziva fenotyp
nebo blizce piibuzné geny k nalezeni podobnosti nebo rozdili mezi jednotlivymi
rostlinami, odridami nebo Slechtitelskymi liniemi. Analyzou molekuldrnich markert
mohou byt jiZ ve fazi sazenic vybrany rostliny s uZite¢cnym fenotypem (Koh et al.,

2015).

Geneticky marker je jakykoliv znak, ktery lze meéfit v organismu a ktery
poskytuje informace o genotypu. Genetickym markerem miiZe byt fenotypovy znak,
biochemicka vlastnost nebo molekuldrni znak. Zatimco fenotypové markery zavisi
na expresi genil ajsou omezeny tim, zda jsou geny exprimovdny, v jakém Case
a za jakych podminek, DNA markery poskytuji témét neomezeny piisun markert,
které identifikuji specifické sekvence v celém genomu. Jejich vyhody jsou identifikace
zmén bdazi v DNA amohou byt v nekddujicich nebo repetitivnich oblastech

(Walker ef Rapley, 2009).
Genetické markery se déli na:

* morfologické markery — jsou vyuZiviny k detekci napf. tvaru nebo barvy
rostliny. Jejich vyhody jsou snadné stanoveni a nizkd cena. Nevyhody —
vysokd zdvislost na vn¢jSich podminkdch, obtiznd analyza kvantitativnich

znakl a obtiznost urcit heterozygotnost.

¢ proteinové markery jako napf. isozymy rozliSuji jednotlivé rostliny. Vyhodou
téchto markerQ je nizkd cena, kodominantnost a mensi zdvislost na vnéjSim
prostiedi. Nevyhodou je nestabilni proteinovy materidl a testované vzorky

museji byt v dobré kondici.

*DNA markery — d€li se na markery zaloZené na hybridizaci (polymorfismus
délky restrikénich fragmentll — RFLP) a na polymerdzové fetézové reakci —
PCR (tandemové opakovani kratkych motivli — SSR, polymorfismus délek
amplifikovanych fragmenti — AFLP, ndhodnd amplifikace polymorfni DNA
— RAPD). DNA marker se pouziva k snadnému rozliSeni cilového znaku

(Koh er al., 2015).
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Geneticka diverzita maku setého je nizkd (Acharya er Sharma, 2009). RozliSeni
odrid mdku setého je zaloZzena zejména napopisu fenotypu, morfologickych
a agronomickych znakl. Tento postup vSak nemtiZze jednoznacné od sebe odridy
rozliSit. V tomto ohledu by pravé molekuldarni markery mohli pomoct pfi studiu
diverzity (Masdrova et al., 2015). Mék jako duleZitd plodina je mélo prostudovana.
Specifické molekuldrni markery jsou potiebni k ziskdni vice informaci o genetické
kontrole uZite¢nych vlastnosti méku a jejich zlepSeni cilenym Slechténim (Selale et al.,

2013).

2.3.1.1 RFLP

RFLP analyza pouZziva jednu nebo vice endonukledz k rozstfihdni genomické
DNA (Henry, 2013). Endonukledzy jsou obvykle dlouhé 4-8 bazi a palindromické
(Old et Primrose, 1994). Rozdily v sekvenci DNA vedou k odliSnym restrikénim
mistlim, a to je pti¢inou riznych délek fragmentii. Rozd¢leni fragmentli DNA probiha
pomoci gelové elektroforézy na zakladé délky a poctu fragmentti (Henry, 2013). Poté
je vzorek pfenesen na membrinu a probéhne hybridizace se znacenou sondou. RFLP
markery jsou vétSinou kodominantni, umoZnuji rozliSeni homozygota a heterozygota

(NCBI', 2019).

2.3.1.2 SSR

Mikrosatelity zndmé jako jednoduché opakujici se sekvence (Koh et al., 2015),
obsahuji 1-6 bazi (Selale eral., 2013). Mikrosatelity tvoii velky podil v genomu
rostlin (Walker ef Rapley, 2009) anachdzi sejak v kodujicich oblastech, tak
v nekddujicich (Sorkheh et al., 2016). Po jejich nalezeni se navrhnou vétSinou
kodominantni primery (Koh et al., 2015), které amplifikuji mikrosatelitni sekvenci

a mohou se tak identifikovat rizné druhy ¢i odrudy (Walker ef Rapley, 2009).

2.3.1.3 RAPD

Tato metoda nevyZaduje pfedchozi znalost sekvence, je zaloZend na amplifikaci
ndhodnych dsekit DNA s jednim cca 10 bdzovym primerem na zdkladé homolognich
sekvenci zkoumané DNA (Walker ef Rapley, 2009). Fragmenty jsou poté separoviny
pomoci gelové elektroforézy. Vytvofit RAPD markery je relativné jednoduché

a analyza vysledkl také, nejsou ale reprodukovatelné (Koh efal., 2015). Téméf
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vSechny RAPD markery jsou dominantni, takZe nerozezndme heterozygota

od homozygota (NCBI?, 2019).

2.3.14 AFLP

Metoda umoznuje charakterizaci kompletni genomové DNA. VyuZivd prvka
RFLP a PCR. DNA je rozstépena dvéma restriktdzami. Na konce, které vznikly jsou
ligdzou ptidany adaptory. Takto ptfipravend DNA se amplifikuje metodou PCR.
Vyuzivaji se primery, které jsou komplementarni k adaptorim. Produkty se poté

separuji pomoci gelové elektroforézy (Koh et al., 2015).
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3. Cil prace

1) Na zdklad¢ literarni reSerSe vytvorit schéma biosyntetické drdhy vybranych

alkaloidt
2) Navrhnout primery pro vybrané geny biosyntetické drahy alkaloidii

3) Optimalizovat PCR reakci pro amplifikaci a nasledné sekvenovéni co nejdelSich

fragmentll vybranych genti pro ucely detekce mutaci ve vybranych genech
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4. Material a metodika

Jako vychozi materidl pro analyzu sekvenci vybranych genii jsem pouzila
seminka odriid Onyx a Orel, které mi poskytli Slechtitelé z Osevy PRO. Ze seminek

jsem vypéstovala malé rostlinky. DNA jsem poté izolovala z déloZnich listkt.

Odriida Onyx

Odrtida Onyx patii do modrosemennych typi se sttedné aZ vysokym obsahem
morfinu. Tato odrida je urend k produkci semene pro potravindiské ucely
a makoviny pro farmaceuticky pramysl. Radi se do ranych aZ stfedné ranych odrad,
rostliny jsou nizké az stfedné¢ vysoké a odolné vii¢i poléhani. Typem je tato odriida
tzv. ,slepdk® (makovice ziistivd zaviend) a mdlo se u ni vyskytuje typ ,hled’dk*
(otevirdni makovic, vypaddvani semen a tim zplsobené ztraty). Obsah oleje v semeni
je sttedné vysoky. Odrtida byla registrovdna v roce 2016 (EAGRI', 2018). V roce
2018 byla péstitelskd plocha 12,22 ha, tj. 4,21 % z celkovych pé&stitelskych ploch
maku setého v CR (EAGRI, 2018).

Odruda Orel

Stiedné rand odrida Orel je uréend pro produkci semene pro potravinairské
ucely. Rostliny jsou stfedn¢ vysoké az vysoké a soucasné stfedné odolné az odolné
proti poléhdni. Jednd se o odriidu typu ,slepdk®, vyskyt ,hleddkd” je u ni nizky
az sttedn¢ vysoky. Obsah oleje v semeni vysoky, obsah morfinu nizky aZ stfedné
vysoky, semeno je bilé, atypické chuti (ofiSkové). Registrace odridy probéhla v roce
2008 (EAGRI, 2016). Vroce 2018 byla péstitelskd plocha 10,85 ha, tj. 3,73 %
z celkovych péstitelskych ploch maku setého (EAGRI?, 2018).

4.1 Navrh primeru

Pro ndvrh primert jsem pouZila program Primer 3 Input. Sekvence gent byla ziskdna

z databaze NCBI (Benson et al., 2018).
1) Navrh primerti mé specificka pravidla:
e Délka primert 18-25 nukleotid
¢ Podil cytosinu a guaninu by mél byt v rozmezi 45-75 %

o Rovnomérné rozmisténi G/C a A/T oblasti
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e Teplota tani 55-75 °C, rozdil mezi primery maximéln¢ 2 °C

2) Zadala jsem sekvenci genu, pro ktery jsem chtéla navrhnout primer. Sekvence

musi byt ve FASTA formétu.

3) Vybrala jsem nejvhodnéj$i variantu pdru primerd a otestovala je na vznik
vlasenek adimert v programu Vector NTI. Sila vazby miZe byt od -

5 do 2 kcal/mol.

4) Primery jsem zkopirovala do programu Primer-BLAST na webovych strankdch
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ a zkontrolovala si, zda
primery nenasedaji jeSt€ na jinych mistech.

4.2 Izolace DNA

Na izolaci DNA jsem pouZzila metodu CTAB-PVP.

e Pifedehfdla jsem siextrakéni pufr (495 ulCTAB pufru + Syl

-merkaptoethamolu)

¢ Do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek jsem dala cca 200 mg listi

madku, pfidala predehfaty extrakcni pufr a zhomogenizovala

® Inkubace vzorku 10 minut pfi 65 °C abéhem inkubace jsem 1x vzorek

promichala

e Dile jsem centrifugovala 5 minut pfi 21 °C a pfepipetovala vodnou fazi

do novych zkumavek
¢ Pfidala jsem 500 pl chloroformu-IAA a nechala 5 minut protfepavat
¢ Centrifugace 5 minut pfi 21 °C

e Opét jsem prepipetovala jsem vodnou fdzi donovych zkumavek a ptidala

2/3 objemu izopropanolu a vzorek jsem promichala
¢ Inkubace 10 minut pii -20 °C
e Centrifugace 5 minut pii 4 °C, poté jsem vzorek co nejvice vysusila
¢ Pfidala jsem 1 ml ledového 70% ethanolu a centrifugovala 5 minut pii 4 °C
¢ (Qdstranila jsem supernatant a ususSila pelet

¢ Pelet jsem rozpustila ve 100 ul TE pufru
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e DNA jsem uchovavala pii -20 °C

4.3 Polymerazova ietézova reakce

Po navrhnuti primerd jsem potfebovala otestovat jejich specifitu a teplotu

annealingu — to jsem délala pomoci gradientové PCR. PCR reakci jsem namichala

v 10 ul.
SloZeni PCR:
¢ 5 ul master mix
3 ul H2O0
¢(,5 pul forward primeru
¢(,5 pl reverse primeru

1 ul DNA

Pribéh gradientové PCR:
1) pocétecni denaturace 94 °C, 10 min
2) denaturace 94 °C, 30 s
3) annealing 55-62 °C, 30 s
4) elongace 72 °C, 90 s
5) koncova elongace 72 °C, 10 min

Body 2 az 4 se cyklicky opakovali 35x.

4.4 Elektroforéza
® Do erlenmeyerovy banky jsem si navdzila 1,5 g agardzy
¢ Pfidala jsem 110 ml TBE pufru a promichala

®Roztok jsem dala do mikrovlnné trouby nacca 2 minuty, po vynddni jsem

zkontrolovala, zda je agar6za tpln¢ rozpusténa
¢ Poté jsem tekuty gel zchladila

¢ Pfidala do n&j 4 pl ethidium bromidu a promichala
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¢ Do pfipravené elektroforetické vany s hiebeny jsem gel nalila — hiebeny jsem

jesté vyndala, abych se ujistila, Ze gel zatekl vSude a nejsou v ném bubliny
¢ Gel jsem nechala ztuhnout
¢ Po ztuhnuti jsem vyndala hiebeny a prenesla jej do vany s TBE pufrem

¢ Na prvni misto jsem nanesla velikostni marker (ladder), do dalSich jamek jsem

dala 9 pl PCR produktu

¢ Zapnula jsem proud na 100 V po dobu 45 minut

4.5 Sekvenovani

Vzorek jsem si ptfipravila pomoci PCR. Abych si zkontrolovala spravnost
nasedani primert a amplifikaci produktu reakci jsem namichala v 25 pl z nichZ jsem

9 dala na gel.

Po zkontrolovani produktu na gelu jsem ho pfecistila pomoci enzymu ExoSap.

2 pl enzymu jsem pridala k mému produktu.
Prtubéh reakcee:
¢ Inkubace 15 minut pti 37 °C
¢ Inkubace 15 minut pii 80 °C
¢ Nakonec jsem ptidala 5 pl forward primeru

Takto pripraveny vzorek jsem poslala do firmy SEQme na sekvenacéni analyzu.
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5. Vysledky

5.1 Primery

Primery jsem navrhovala pro geny AY268893.1 - (R,S)-reticuline
7-O-methyltranferase (70MT), DQO028579.1 — (S)-tetrahydroptotoberberine
N-metyhltansferase (TNMT) a GQ500141.1 — Codeine O-demethylase (CODM).

Gen 70OMT kéduje enzym retikulin 7-O-metyltransferdzu, ktery katalyzuje

metylaci (S)-retikulinu na (S)-laudanin (Beaudoin et Facchini, 2014).

Gen TNMT kéduje enzym tetrahydroprotoberberin N-methyltranferdzu, ktery
katalyzuje preménu (S)-stylopinu na (S)-cis-metylstylopin v sanguinarinové draze

a (S)-kanadinu na (S)-N-metylkanadin v noskapinové drize (Alagoz et al., 2016).

Gen CODM kéduje enzym kodein-O-demetyldzu, ktery katalyzuje
O-demetylaci kodeinu na morfin a také pfeménu tebainu na oripavin v morfinové

drdze (Onoyovwe et al., 2013).

Sekvenci zkoumanych gent jsem rozdélila na dve poloviny, aby pii sekvenovani
byla pokryta co nejvétsi Cast sekvence daného genu. Kazdy primerovy péar obsahuje
jeden forward (F) a jeden reverse primer (R). V tabulkéch €. 2, 3, 4 je ptehled mnou
navrzenych primert pro geny 7OMT, TNMT a CODM. Zelené jsou vyznaleny

primery, které byly pouZity pro sekvenacni analyzu.

Nazev primeru  Sekvence 5°— 3~ Pozice Pocet bazi
AY268893.1 1/2 GCT CAT CCA CAC ATA CAA GGC 1. pol. genu 21
AY268893.1 172 TTG TGT GTT GCG ACC AGA TG 1. pol. genu 20
AY268893.1 1/2 GGC ATT GAA ATG TGC AGT TG 1. pol. genu 20
AY268893.1 1/2 GTT GAT TGT GTG TTG CGA CC 1. pol. genu 20
AY268893.1 1/2 GGG CAA GCT GAA ATA TGG GAG 1. pol. genu 21
AY268893.1 1/2 GCA TGT CGG TGG TGA TAT GT 1. pol. genu 20
AY268893.12/2 TTT CCT TAA CGG TGC AAT GC 2. pol. genu 20
AY268893.12/2 TGC TAT CCTTAGACATCTGGGG 2. pol. genu 22
AY268893.12/2 TCA ACG AGA TGC TGC TTG AA 2. pol. genu 20
AY268893.12/2 TCC TGT GAG AGA GCT GTT ACC 2. pol. genu 21

Tab. €. 2: NavrZené primery pro gen 70OMT (AY268893.1)
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Nazev primeru  Sekvence 5°'— 3~ Pozice Pocet
DQ028579.1 1/2 AGG AAT CAG CAG GGG AAA 1. pol. genu 20
DQO028579.1 1/2 TTG GAG AAA GGC GCT AGA 1. pol. genu 20
DQ028579.1 1/2 TCC TCA CTA GCC TAG ACT GT 1. pol. genu 20
DQ028579.1 1/72 CAT TTG GAG AAA GGC GCT 1. pol. genu 21
DQ028579.1 2/2 CCA TGT TAC AGG GCT CAC 2. pol. genu 21
DQ028579.1 2/2 TGC GTT TTC CTG TTG TCT AG 2. pol. genu 20
DQ028579.1 2/2 AGG GCT CAC TAA TTC AAA 2. pol. genu 21
DQ028579.12/2 AAA CAA GCC AAACCCCTGTG 2. pol. genu 20
Tab. ¢. 3: NavrZené primery pro gen TNMT (DQ028579.1)
Nazev primeru  Sekvence 5°'— 3~ Pozice Pocet
GQ500141.1 1/72 GGC TAA ACT CAC GCT TGC AG 1. pol. genu 20
GQ500141.1 1/2 TCA AAC CTC TAC CTG ATG CGT 1. pol. genu 21
GQ500141.1 1/2 GGA ATT GGC TAA ACT CAC GCT 1. pol. genu 21
GQ500141.11/2 AACCTC TAC CTG ATG CGT TC 1. pol. genu 20
GQ500141.1 2/2 GGA GAC ACT GGA ATC CTA CCT 2. pol. genu 21
GQ500141.12/2 CTCTGT TTG GGT CAAGTGATGT 2. pol. genu 22
GQ500141.12/2 TTG TTT CCA GAA CTC CCT CT 2. pol. genu 20
GQ500141.12/2 TTT CGT GGA TGA CTG AGA GA 2. pol. genu 20

Tab. ¢. 4: NavrZené primery pro gen CODM (GQ500141.1)

Naobrazcich 6, 7, 8 jsou vyznafeny pozice primerd vybranych
pro sekvenacni analyzu. Zlut€ jsou vyznaceny primery pro prvni polovinu genu, modfe

pro druhou polovinu genu.
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GAARACAAAACATAAACACAATTTATTCAGAGATATCTGGATGGATACTGCAGAAGAAAGGTTGAAAG
GGCAAGCTGAAATATGGGAGCATATGTITCGCATTCGTIGGATTCAARTGGCATTGAAATGTIGCAGTITIGAG
CITGGCATACCAGACATAATAAACTCTCATGGTICGTICCGGTICACAATATCTGAGATCGTCGACAGTTT
GAARACAAACACACCATCATCATCTCCCAACATCGATTATCTTACACGTATAATGAGACTACTGGTTIC
ACAAGAGGCTATTTACTTCTIGAACTTICATCAAGAAAGTAACCAACTTICTICTATAATTITAACTCGATCA
TCAARATGGCTACTAAAAGATTCCAAGTTTAATCTGTICACCACTGGTITITATGGGAAACTAATCCGAT
ATTACTAAAACCATGGCAATATTTGGGCAAGTGTIGCTCAAGAAARAAGTTCTCCATTTGAGAGAGCTIC
ATGGATGTIGAGATTITGGGATCTITGCTTITAGCTGATCCTAAGTITTAAT
CAATGTTCGACTACAACAATAATCAACGAGATGCTGCTTGAATATAAAGATGGATTTAGTGGTATAGC
AGGATCGCTITGITGATGTICGGGGGTGGGACCGGGTCGATAATCGCTGAAATAGTTAAGGCTCATCCAC
ACATACAAGGCATCAATTTITGATCTACCACATGTAGTIGGCTACAGCGGCTGAATTTCCAGGGGTGAAG
CATGICGGIGGTIGATATGITIGTICGATATTCCGGAAGCTGATGCTGTCATCATGAAGTGGATATIGCA
CGACTGGAGTIGACGAAGACTGTACAATTATACTGAAGAATTGTTACCGAGCAATAAGARAGARGARRLA
ACGGAAAAGTCATAATTGTITGATIGIGTIGTITGCGACCAGATGGAAATGACTTATTCGATAAAATGGGA
TTGATATTITIGATGIGCTGATGATGGCACATACTACAGCTGGARARGARAGAACAGAAGCGGAATGGAR
GATCTITATTAAATAATGCAGGTITTTICCTICGTITACAATGTCATTCGAACTCCGGCATTTCCTTIGCATICA
TCGAGGCCTITTCCAGAATAATGATCAAGGTGCAGCTATGGTAGCCCAACGATACTCTCAAGCTATATA
TATGATATTTCCAARAAGAATGTIGTITCICTITITIGTITGIGCATGITTITGTAGAGTIGIGGTAACTTITGGAAR
GACCATTTACAAATAGCTATGCTATTTIGTITGGCTAGCTAAGGGTCAGGTTCCTACARAAATAATTCAGA
ACTTTATGTTITTGAGTGGTAATAAAACAATTCTCCTGTGAGAGAGCTGTTACCTTGTCTGTTATCTG
g 5 TGGAATGTATTICTIGATTTITGCGITTTITACGTAAAARNARDA

Obr. ¢. 6: Sekvence genu 7OMT s vyznacenymi primery

GGCACGAGATTCTCTCTTGCATTTCATTTTAGTCTTGTCTTCGTAGAAATCCACTTAGTTTCCTCACT
AGCCTAGACTGTATCATTATGGGTTCAATAGATGAGGTCAAGAAGGAATCAGCAGGGGAAACACTAGG
GAGATTGTTGAAAGGAGAGATTAAAGATGAGGAACTGAAGAAGCTGATTAAGTTTCAATTCGAGARAC
GTCTGCAATGGGGTTATAAATCATCTCATCAAGAACAACTCTCCTTCAACCTTGACTTCATTAAATCC
TTAAAAAAGATGGAAATGTCAGGAGAGATTGAGACAATGAACAAGGAAACCTATGAATTACCCTCAGA
ATTCTTAGAGGCAGTTTTTGGGAAAACTGTCAAGCARAGTATGTGTTACTTCACACATGAATCAGCAA
CAATAGACGAAGCAGAAGAAGCTGCACATGAATTATACTGTGAACGAGCACAAATCAAAGACGGACAA
ACTGTTCTTGACATTGGTTGTGGTCAAGGTGGTCTAGTTCTATACATTGCTCAGAAATATAAGAACTG
CCATGTTACAGGGCTCACTAATTCAAAGGCACAAGT CAATTACTTACTCAAGCAAGCAGAGAAGCTTG
GGTTGACARACGTCGACGCCATACTAGCAGATGTTACTCAGTATGAATCTGACAAGACATACGATCGT
CTACTTATGATTGAAGCCATAGAGCATATGAAAAACTTACAGCTGTTCATGAAGAAACTATCAACTIG
GATGACAAAAGAAAGTCTTCTCTTTGTGGACCACGTCTGCCACAAAACATTITGCTCACTTTITTGAGG
CAGTCGATGAGGATGACTGGTACTCAGGTTTCATTTTCCCCCCAGGTTGTGCAACCATACTAGCTGCT
AATAGTCTCCTCTATTTCCAGGATGATGTITTCAGTTGTGGATCATTGGGTTGTCAATGGAATGCACAT
GGCTCGTTCAGTAGACATTTGGAGAAAGGCGCTAGACAAAAATATGGAAGCTGCAAAAGAAATTCTAT
TACCTGGACTTGGAGGAAGCCACGAAACAGTGAATGGAGTCGTTACTCACATTAGAACATTCTGTATG
GGAGGCTATGAACAATTCTCAATGAACAATGGAGATGAGTGGATGGTTGCGCAGCTGCTTTTCAAGAA
GAAGTAGTGAGGCCATTTCCACGGCAACTGCATTTTCCAGAGCTGTGTAATAATGTGATCCTCAAGTA
ACAATAATTGTGGGTTGTATCACAGGGGTTTGGCTTGTITITGTTGTCTGCATTTCTACTTIGTITTITT
TCTTTTAATTTGGATACAAGATTTGAAGAACTCCATTCGTAATTATATCATGTAATGGGTTGTCAAAT
CAACAGGTGTGAGAAAATTGTACCAACATTIGCGTTTICCTGTTGICTAGTTATTTGTTACTTTATAT
TAAAAAAAAAAAAAAAAAAR

Obr. €. 7: Sekvence genu TNMT s vyznacenymi primery
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GTAAAGATTGATATATGATCTGAAGATCTGACAAGARAGTTCATCARATATAGAGTTCATGGAGACAC
CAATACTTATCAAGCTAGGCAATGGTITTIGTCAATACCAAGTGTITCAGGAATTIGGCTARAACTCACGCTT
GCAGAAATTCCATCTICGATACACATGCACCGGTGARAGCCCGTTGAATAATATTIGGTIGCGICTIGTAAC
AGATGATGARACAGTITCCTIGTICATCGATTITGCARRATTTACTATCTCCAGAACCCGTAGTTGGAAAGT
TAGAATTGGATAAGCTTCATICIGCTTGCAAAGAATGGGGTITICTITTICAGCTGGTITAACCATGGAGIC
GACGCTTTACTIGATGGACAATATAARATCAGAAATTARAGGTTICTTTAACCTTICCAATGAATGAGAA
AACTAAATACGGACAGCAAGATGGAGATTTTGAAGGATTITGGACAACCCTATATTGAATCGGAGGACC
AAAGACTTGATTIGGACTGAAGTGTITTAGCATGTTAAGTCTTCCTICTCCATTTAAGGAAGCCTICATTIIG
ITTCCAGAACTCCCTCTGCCTTTCAGGGAGACACTGGAATCCTACCTATCAARAATGAARANACTATC
AACGGTITGICITIGAGATGITGGARAAATCTCTACAATTAGTTGAGATTAAAGGTATGACAGACTTAT
TTGAAGATGGGTTGCARACAATGAGGATGAACTATTATCCTCCTITIGTICCTCGACCAGAGCTTGTACTIT
GGICTITACGICACACTICGGATTTTAGCGGTITTGACAATTICTCCTTCAACTTAATGAAGTTGAAGGATT
ACAAATAAGAARAGAAGAGAGGTGGATTTCAATCAAACCTCTACCTGATGCGTITCATAGTIGAATGTIC
GAGACATTTTGGAGATAATGACTAATGGGATTITACCGTAGCGTICGAGCACCGGGCAGTAGTAAACTCA
ACAAAGGAGAGGCTCTCAATCGCGACATTTCATGACTCTAAACTAGAGTCAGAAATAGGCCCAATTIC
GAGCTTIGGTCACACCAGAGACACCTIGCTITIGITCARRAGAGGTAGGTATGAGGATATTTTGAAGGAAR
ATCTTITCAAGGAAGCTTGATGGAARATCATTITCTCGACTACATGAGGATGTGAGAAAGTGTGAACATA
TATTATACTCCACATTGIGIITAATATATGATGAAATAAGTTGCTTTTGAAGTATGATGAAATAAGTT
GGTTTTGAAGAATTCATATTGTGCTTAAATTITCGTGGATGACTGAGAGATTTATTATGTAATAATAAT
GTATIGGTITTGAAGATICICGICTCACTATATGTAAGACTCTIGTITTGGGTCAAGTGATGTAATCACGG
TTGAAATAAGTIGCTITTGAAGAATTCATATGGTGCTTAATATTATGTAATAAATAATGTATTIGGATT
GAAAAAMADDARADAMMADDADDD

Obr. ¢. 8: Sekvence genu CODM s vyznacenymi primery

5.2 Gradientova PCR a sekvenovani

5.2.1 Optimalizace primeru pro sekvenovani genu 7OMT

Pro tento gen jsem navrhla celkem pét parQ primert. Tti pary primerQ jsou

pro prvni polovinu genu a dva pary pro druhou polovinu genu.

Pfi pouziti primerového piaru AY268893.1 1/2 F1 + AY268893.1 1/2 R1
amplifikace probchla specificky pfi vSech testovanych teplotich. Amplifikované
fragmenty nemé&ly oc¢ekdvanou délku (obr. €. 9). Primerovy par AY268893.1 1/2 F2
+ AY268893.1 1/2 R2 netvofil fragment pfi Zadné z testovanych teplot (obr. ¢. 10).
Amplifikace primerového paru AY268893.1 1/2 F3 + AY268893.1 1/2 R3 byla
pti vSech testovanych teplotach nespecificka (obr. ¢. 11). Vysledky testovani primerti

ukazuji, Ze tyto primery nejsou vhodné pro optimalizaci PCR reakce.
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Obr. ¢. 9: Elektroforeogram fragmenti ziskanych gradientovou PCR reakcf pfi pouZziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F1 + AY268893.1 1/2 R1 pfi riznych teplotach annealingu; potadi ve sloupcich
(zleva) 1. 55 °C, 2. 56,5 °C, 3. 58,5 °C, 4. 59,3 °C, 5. 61,1 °C, 6. 62 °C, 7. velikostni marker
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Obr. ¢. 10: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R2 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 55 °C, 3. 56,5 °C, 4. 58,5 °C, 5. 59,3 °C, 6. 61,1 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 11: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F3 + AY268893.1 1/2 R3 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 56 °C, 3. 57,4 °C, 4. 58,4 °C, 5. 59,7 °C, 6. 61,4 °C, 7. 62 °C
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Na zdkladé¢ vyhodnoceni ziskanych vysledkli jsem pokracovala testovdnim
kombinaci forward a reverse primerti prvni poloviny genu 7OMT. Primerové pary
AY268893.1 1/2 F1 + AY268893.1 1/2 R2 (obr. ¢. 12), AY268893.1 1/2 F1
+ AY268893.1 1/2 R3 (obr. ¢. 13) a AY268893.1 1/2 F3 + AY268893.1 1/2 R1
(obr. €. 14) netvotily fragmenty pfi Zaddné z testovanych teplot. Primerovy pér
AY268893.1 1/2F2 + AY268893.1 1/2 R1 amplifikoval fragmenty nespecificky
pfi vSech testovanych teplotdch (obr. ¢. 15). Primerovy par AY268893.1 1/2 F3
+ AY268893.1 1/2 R2 také amplifikoval fragmenty nespecificky pfi vSech testovanych
teplotach (obr. €. 16). U teploty 59,7 °C doslo k chybnému pipetovani PCR produktu,
proto na vysledném gelu neni zobrazen fragment. U primerového paru AY268893.1
1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R3 probéhla specifickd amplifikace pti vSech testovanych

teplotdch (obr. ¢. 17). Na zdklad¢ gradientové PCR byl zvolen primerovy péar
AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R3 s optimélni teplotou nasedani 61 °C.
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Obr. ¢. 12: Elektroforeogram fragment ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F1 + AY268893.1 1/2 R2 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 56 °C, 3. 57,4 °C, 4. 58,4 °C, 5. 59,7 °C, 6. 61,4 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 13: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakci pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F1 + AY268893.1 1/2 R3 pii rtiznych teplotdch annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 56 °C, 3. 57,4 °C, 4. 58,4 °C, 5. 59,7 °C, 6. 61,4 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 14: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakci pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F3 + AY268893.1 1/2 R1 pii rtiznych teplotdch annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 56 °C, 3. 57,4 °C, 4. 58,4 °C, 5. 59,7 °C, 6. 61,4 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 15: Elektroforeogram fragment ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R1 pfi riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 56 °C, 3. 57,4 °C, 4. 58,4 °C, 5. 59,7 °C, 6. 61,4 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 16: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F3 + AY268893.1 1/2 R2 pii rtiznych teplotdch annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. 56 °C, 2. 57,4 °C, 3. 58,4 °C, 4. 59,7 °C (chyba pfi pipetovani), 5. 61,4 °C, 6. 62 °C, 7.
velikostni marker
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Obr. ¢. 17: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakci pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R3 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. 55 °C, 2. 56,5 °C, 3. 58,5 °C, 4. 59,3 °C, 5. 61,1 °C, 6. 62 °C, 7. velikostni marker

Naobr. ¢ 18je zndzornéna sekvence fragmentu ziskaného PCR reakci
pi pouziti primerového paru AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R3. Citelnou
sekvenci se podafilo ziskat pouze z PCR produktu, u kterého byl pro reakci pouZzit

vzorek DNA z rostlinného materidlu odridy Onyx.
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Obr. ¢. 18: Sekvence 1/2 genu 7OMT — odriida Onyx

Pro druhou polovinu genu 7OMT jsem navrhla dva pary primert. Primerovy par
AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1 amplifikoval fragmenty specificky
pfi teplotach 52 °C; 53 °C; 55,2 °C a 57,6 °C; pfi teplotdch 60 °C a 62 °C se netvoftily
fragmenty (obr. ¢. 19). Primerovy par AY268893.1 2/2 F2 + AY268893.1 2/2 R2
amplifikoval fragmenty pfi teplotach 52 °C, 53 °C, 55,2 °C a 57,6 °C nespecificky,
pfi teploté 60 °C specificky a pii 62 °C se fragment netvofil (obr. €. 20). Na zdkladé
gradientové PCR byl zvolen primerovy par AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1

s optimdlni teplotou nasedani 57 °C.
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Obr. ¢. 19: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1 pii riznych teplotdch annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,5 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C
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Obr. €. 20: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakci pfi pouziti primerového
paru AY268893.1 2/2 F2 + AY268893.1 2/2 R2 pii rtiznych teplotdch annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,2 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C

Naobr. ¢ 21je zndzornéna sekvence fragmentu ziskaného PCR reakci
pi pouziti primerového paru AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1. Citelnou
sekvenci se podafilo ziskat pouze z PCR produktu, u kterého byl pro reakci pouZzit

vzorek DNA z rostlinného materidlu odridy Onyx.
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Obr. ¢. 21: Sekvence 2/2 genu 7OMT — odrida Onyx
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5.2.2 Optimalizace primera pro sekvenovani genu TNMT

Pro prvni polovinu genu TNMT jsem navrhla dva pdry primerd. Primerovy
par DQ028579.1 1/2 F1 + DQ028579.1 1/2 R1 amplifikoval fragmenty specificky pfi
vSech testovanych teplotich (obr. ¢. 22). Primerovy par DQO028579.1 1/2 F2
+ DQO028579.1 1/2 R2 amplifikoval fragmenty specificky pii vSech testovanych
teplotdch (obr. €. 23). Na zdklad¢ gradientové PCR byl zvolen primerovy péar
DQO028579.1 1/2 F1 + DQ028579.1 1/2 R1 s optimdlni teplotou nasedani 60 °C.
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Obr. ¢. 22: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru DQ028579.1 1/2 F1 + DQ028579.1 1/2 R1 pfi riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,5 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 23: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru DQ028579.1 1/2 F2 + DQ028579.1 1/2 R2 pfi rtiznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,5 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C

Naobr. €. 24 je zndzornéna sekvence fragmentu ziskaného PCR reakci pfi
pouZiti primerového paru DQ028579.1 1/2 F1 + DQ028579.1 1/2 R1. Citelnou
sekvenci se podafilo ziskat pouze z PCR produktu, u kterého byl pro reakci pouzit

vzorek DNA z rostlinného materidlu odridy Onyx.
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Obr. &. 24: Sekvence 1/2 genu TNMT — odriida Onyx

Pro druhou polovinu genu TNMT jsem navrhla dva pary primert. Primerovy par
DQ028579.1 2/2 F1 + DQ028579.1 2/2 R1 amplifikoval fragmenty specificky pii
vSech testovanych teplotich (obr. €. 25). Primerovy par DQ028579.1 2/2 F2
+ DQO028579.1 2/2 R2 amplifikoval fragmenty specificky pii vSech testovanych
teplotdch (obr. €. 26). Na zdklad¢ gradientové PCR byl zvolen primerovy péar
DQO028579.1 1/2 F2 + DQ028579.1 1/2 R2 s optimalni teplotou nasedani 58 °C.
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Obr. ¢. 25: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru DQ028579.1 2/2 F1 + DQ028579.1 2/2 R1 pfi riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,5 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 26: Elektroforeogram fragment ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru DQ028579.1 2/2 F2 + DQ028579.1 2/2 R2 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 52 °C, 3. 53 °C, 4. 55,5 °C, 5. 57,6 °C, 6. 60 °C, 7. 62 °C
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Naobr. ¢ 27je zndzornéna sekvence fragmentu ziskaného PCR reakci
pii pouziti primerového paru DQ028579.1 2/2 F2 + DQ028579.1 2/2 R2. Citelnou
sekvenci se podafilo ziskat pouze z PCR produktu, u kterého byl pro reakci pouZzit
vzorek DNA z rostlinného materidlu odridy Onyx.
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Obr. ¢. 27: Sekvence 2/2 genu TNMT — odriida Onyx
5.2.3 Optimalizace primeru pro sekvenovani genu CODM

Pro prvni polovinu genu CODM jsem navrhla dva pary primerd. Primerovy par
GQ500141.1 1/2 F1 + GQ500141.1 1/2 R1 amplifikoval fragmenty nespecificky pfi
vSech testovanych teplotdch (obr. €. 28). Primerovy piar GQ500141.1 1/2 F2
+ GQ500141.1 1/2 R2 amplifikoval fragmenty specificky pii vSech testovanych
teplotdch (obr. €. 29). Na zdklad¢ gradientové PCR byl zvolen primerovy par

GQ500141.1 1/2 F2 + GQ500141.1 1/2 R2 s optimalni teplotou nasedani 59,5 °C.
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Obr. ¢. 28: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakci pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 1/2 F1 + GQ500141.1 1/2 R1 pfi riznych teplotach annealingu; potadi ve sloupcich
(zleva) 1. 57 °C, 2. 58,5 °C, 3. 59,5 °C, 4. 60,7 °C, 5. 61,5 °C, 6. 62 °C, 7. velikostni marker
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Obr. ¢. 29: Elektroforeogram fragment ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 1/2 F2 + GQ500141.1 1/2 R2 pti riznych teplotach annealingu; potadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 57 °C, 3. 58,5 °C, 4. 59,5 °C, 5. 60,7 °C, 6. 61,5 °C, 7. 62 °C

Na nésledujicich obrdzcich jsou zndzornény sekvence fragmentil ziskanych
PCR reakci pii pouziti primerového paru DQ028579.1 2/2 F2 + DQO028579.1 2/2 R2.
Citelné sekvence se podaiilo ziskat z PCR produktu, u kterého byl pro reakci pouZit
vzorek DNA z rostlinného materidlu odridy Onyx (obr. ¢. 30) a odridy Orel
(obr. &. 31).
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Obr. €. 30: Sekvence 1/2 genu CODM — odrida Onyx
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Obr. ¢. 31: Sekvence 1/2 genu CODM — odrida Orel

Pro druhou polovinu genu CODM jsem navrhla dva pary primerti. Primerovy
par GQ500141.1 2/2 F1 + GQ500141.1 2/2 R1 amplifikoval fragmenty nespecificky
pii vSech testovanych teplotich (obr. ¢. 32). Primerovy par GQ500141.1 2/2 F2
+ GQ500141.1 2/2 R2 amplifikoval fragmenty nespecificky pfti teplotich 57 °C,
58,5 °C, 59,5 °C a 60,7 °C. Pri teplotach 61,5 °C a 62 °C se netvotily Zzddné fragmenty
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(obr. €. 33). Primerovy par GQ500141.1 2/2 F1 + GQ500141.1 2/2 R2 amplifikoval
fragmenty nespecificky pfi vSech testovanych teplotach (obr. €. 34). Primerovy par
GQ500141.1 2/2 F2 + GQ500141.1 2/2 R1 netvotil fragmenty (obr. ¢. 35). Na zdklade

gradientové PCR nebyl zvolen ani jeden primerovy par pro tuto polovinu genu.
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Obr. ¢. 32: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 2/2 F1 + GQ500141.1 2/2 R1 pii riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 57 °C, 3. 58,5 °C, 4. 59,5 °C, 5. 60,7 °C, 6. 61,5 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 33: Elektroforeogram fragmentl ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 2/2 F2 + GQ500141.1 2/2 R2 pfi riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. 57 °C, 2. 58,5 °C, 3. 59,5 °C, 4. 60,7 °C, 5. 61,5 °C, 6. 62 °C, 7. velikostni marker
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Obr. ¢. 34: Elektroforeogram fragment ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 2/2 F1 + GQ500141.1 2/2 R2 pfi riznych teplotich annealingu; pofadi ve sloupcich
(zleva) 1. velikostni marker, 2. 57 °C, 3. 58,5 °C, 4. 59,5 °C, 5. 60,7 °C, 6. 61,5 °C, 7. 62 °C
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Obr. ¢. 35: Elektroforeogram fragmentt ziskanych gradientovou PCR reakei pfi pouziti primerového
paru GQ500141.1 2/2 F2 + GQ500141.1 2/2 R1 pfi riznych teplotach annealingu; potadi ve sloupcich
(zleva) 1. 57 °C, 2. 58,5 °C, 3. 59,5 °C, 4. 60,7 °C, 5. 61,5 °C, 6. 62 °C, 7. velikostni marker
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6. Diskuze

Cilem prace bylo na zdklad€ literdrni reSerSe sestavit biosyntetickou drdhu
vybranych alkaloiddi, navrhnout primery pro vybrané geny biosyntetické drahy

alkaloidt a optimalizovat PCR reakci pro amplifikaci.

vvvvvv

setého jsou morfin, kodein, tebain, papaverin a noskapin. Labanca et al. (2018) k t€émto
alkaloidiim jeSté ptiddva sanguinarin a berberin. Na zdklad¢ téchto informaci jsem

sestavila biosyntetickou drdhu vyjmenovanych alkaloida.

Jako kostru biosyntetické drdhy alkaloidii jsem pouzila drdhu sestavenou
Desgagné-Penix ef Facchinim (2012). V tomto vyzkumu byla objasnéna biosynteticka
drdha papaverinu. Tuto zédkladni kostru jsem rozvijela podle Beaudion et Facchini
(2014). Jejich vyzkum mi osvétlil dal$i enzymy a meziprodukty v biosyntetické drize
morfinu, kodeinu a sanguinarinu. Dle Onoyovwe et al. (2013), Schldger et Driger
(2015), Wijekoon et Facchini (2011) a Weida er al. (2004) jsem doplnila zbylé
nejasnosti v biosyntetické draze tebainu, kodeinu a morfinu. Chen et al. (2015) a Dang
et Facchini (2014) se zabyvali drahou noskapinu a na zdklad¢ tohoto vyzkumu jsem

zjistila jeho biosyntetickou drdhu.

Biosyntéza alkaloidii je zdvisld na schopnosti enzymu katalyzovat kli¢ové
reakce prostiednictvim genli (Onoyovwe et al., 2013). Po sestaveni  biosyntetickych
drah hlavnich alkaloidd jsem pro testovdni vybrala geny 7OMT, TNMT a CODM,
pro tyto geny, které se mi podatilo najit v databdzi NCBI (Benson et al., 2018)

sekvenci. Pro tyto geny jsem navrhla primery.

Celkem jsem pro vybrané tfi geny navrhla 13 pard primeri. P&t parQ primert se
mi podafilo optimalizovat. Prvni par primerti byl dspé$n¢ optimalizovdn pro prvni
polovinu genu 7OMT, druhy par pro druhou polovinu genu 7OMT, tteti par pro prvni
polovinu genu TNMT, ¢tvrty pér pro druhou polovinu genu TNMT a péty par pro prvni
polovinu genu CODM. PCR produkty pro tyto ¢asti gent byly zasldny na sekvenacni

analyzu.

Pro sekvenac¢ni analyzu byly pouZzity odridy Onyx a Orel. Sekvenacni analyza
u odridy Onyx byla Uspé$né provedena se vSemi optimalizovanymi primerovymi
pary. U odridy Orel byla Gisp&€$nd analyza jen u prvni poloviny genu CODM pfi pouZiti
primerového paru GQ500141.1 1/2 F2 + GQ500141.1 1/2 R2. Vysledkem PCR reakce
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odridy Orel byl dle mého ndzoru specificky fragment u vSech péti parii primert.
Ocekdvala jsem tedy, Ze sekvence budou Ccitelné jako u odridy Onyx. Vysledky
sekvenaéni analyzy odridy Orel ukazuji na to, Ze PCR produkty obsahovaly vice
fragmentl. Pfi separaci na gelové elektroforéze vSak fragmenty vypadaly specificky.
Je moZné, Ze se u této odrudy vyskytuji riizné alely nebo homology vybranych genil
a pii sekvenovani se jejich sekvence piekryvaji. ReSenim by mohlo byt zaklonovani

produkt PCR do bakterii pied vlastnim sekvenovanim.

Alkaloidy maji mnoho spole¢nych biosyntetickych krok a meziproduktl
(Fosssati et al., 2014). Identifikace a charakterizace piibuznych gent podilejicich
se na syntéze bioaktivnich slozek je nezbytnd pro pochopeni molekularniho
mechanismu biosyntetickych drah (He ef al., 2018). V mé praci se zabyvam detekef ti{
gentl. V celé biosyntetické draze je zapojenych mnohem vice gent. TéZ by bylo dobré
se vénovat testovani optimalizovanych primert u dal$ich odrid méku setého. VyS$im
poctem odriid by se mohla specifikovat rliznorodost v sekvencich zkoumanych genii.
Optimalizované primery by mohly najit vyuzZiti i v dalSich technikéch,
jejichz zédkladem je PCR reakce napft. technika virus-induced gene silencing (VIGS),
kterd je aplikovédna jako rychld genetickd technika pro analyzu specifickych genil
(Wijekoon et Facchini, 2011). Desgagné-Penix et Facchini (2012) uvadi, Ze prvnim
krokem této metody je PCR reakce. Mnou optimalizované primery by tedy

po dostate¢né optimalizaci a testovani mohly byt pouZzity pfi této metode.
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7. Zavér

Diplomové prace byla zamétena na optimalizaci detekce tfech vybranych genti
v biosyntetické drdze alkaloidi. Byly vybrany geny 7OMT, TNMT a CODM.
Kazdy gen jsem rozdélila na polovinu a navrhla jsem primery samostatné pro kazdou
polovinu genu. Celkem jsem navrhla 13 parG primert. Primery jsem optimalizovala

pomoci PCR reakce a gelové elektroforézy.

Pro sekvenci prvni poloviny genu 7OMT se mi podaiilo optimalizovat primerovy
par AY268893.1 1/2 F2 + AY268893.1 1/2 R3, jimi amplifikovanou sekvenci se mi

podafilo uspésné sekvenovat.

Pro sekvenci druhé poloviny genu 7OMT se mi podafilo optimalizovat
primerovy par AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1, jimi amplifikovanou

sekvenci se mi podatilo uspéSné sekvenovat.

Pro sekvenci prvni poloviny genu TNMT se mi podafilo optimalizovat
primerovy par DQ028579.1 1/2 F1 + DQO028579.1 1/2 R1, jimi amplifikovanou

sekvenci se mi podarilo uspéSné sekvenovat.

Pro sekvenci druhé poloviny genu TNMT se mi podafilo optimalizovat
primerovy par AY268893.1 2/2 F1 + AY268893.1 2/2 R1, jimi amplifikovanou

sekvenci se mi podatilo uspé$né sekvenovat.

Pro sekvenci prvni poloviny genu CODM se mi podafilo optimalizovat
primerovy par GQ500141.1 1/2 F2 + GQ500141.1 1/2 R2, jimi amplifikovanou

sekvenci se mi podatilo uspé$né sekvenovat.

Pro sekvenci druhé poloviny genu CODM se mi nepodatilo optimalizovat Zadny
primerovy par.

Tyto primerové pary mohou byt pouzity pro dalSi metody vyzkumu
a k pochopent jejich funkce. Stejnym zptsobem se mohou v budoucnu optimalizovat

dalsi geny biosyntetické drahy.
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9. Seznam pouzitych zkratek

3°OMT = 37°-O-methyltransferase

30Hase = 3"-hydroxylase

4°0OMT = (S)-hydroxy-N-methylcoclaurine

4-HPPDC = 4-HPAA decarboxylase

60MT = (S)-norcoclaurine 6-O-methyltransferase

7OMT = retikuline 7-O-methyltransferase

AT1 = 1,13-dihydroxy-N-methylcandine 13-O-acetyltransferase
BBE = berberine bridge enzyme

CFS = cheilanthifoline synthase

CNMT = (S)-coclaurine N-methyltransferase

CODM = codeine O-demethylase

COR = codeinone reductase

CXEl1 = 3-O-acetylpapaveroxine carboxylesterase

CYP82X1 = 1-hydroxy-13-O-acetyl-N-methylcanadine 8-hydroxylase
CYP82X2 = 1-hydroxy-N-methylcanadine 13-O-hydroxylase
CYP82Y1 = N-methylcanadine 1-hydroxylase

DBOX = dihydrobenzophenanthridine oxidase

DeHase = dehydrogenase

DRR = 1,2-dehydroreticuline reductase

DRS = 1,2-dehydroreticuline synthase

LNdeMT = lausanosine N-demethylase

MSH = N-methylstylopine 14hydroxylase

N70MT = norrecticuline

NCS = norcaclaurine synthase

NMCH = (S)-N-methycoclaurine
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NOS = nascapine synthase

P6H = protopine 6-hydroxylase

SalAT = salutaridinol 7-O-acetyltransferase
SalR = salutaridine reductase

SalSyn = salutaridine synthase

SanR = sanguinarine reductase

SOMT1 = scoulerine 9-O-methyltansferase
STOX = (S)-Tetrahydroprotoberberine oxidase
StySyn = stylopine syntase

T60ODM = thebaine 6-O-demethylase

TNMT = tetrahydroprotoberberine N-methyltranferase
TYDC = tyrosine decarboxylase

TyrAT = tyrosine aminotransferase
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