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Primery DN7366 pro markerovani odolnosti jeémene k suchu

Oblast techniky

Reseni se tyka primera pro PCR specificky se vazicich na useky DNA genu, ktery ovliviiuje
odolnost je¢mene k suchu.

Dosavadni stav techniky

Sucho je dnes znaéné rozsSifenym fenoménem. Sucho ma za nasledek rostouci rozdily mezi
velikosti maximalniho ocekavaného a skutecného vynosu rostlin, ktery je omezeny klimatickymi
a pudnimi podminkami. Obzvla§té jarni sucho je v Ceské republice vaznym problémem, ktery
v konecném dusledku vede ke zhorSeni narodniho hospodafstvi a prumyslu snizenim kvality
a kvantity vynosu plodin, zejména u jarnich obilovin, ke kterym patfi i sladovnicky jeCmen.

Jeémen (Hordeum vulgare L) je v Ceské republice péstovan zejména jako surovina pro
sladovnicky primysl a jako krmivo. Zejména jarni typy jeCmene, které jsou vhodné pro vyrobu
sladu, se potykaji s problémem sucha v dobé vegetace. Tolerance sucha u jeCmene je slozita;
vyzkum zaméfeny na zlepSeni této vlastnosti je proto obtizny (von Korff et al. 2008). JeCmen je
diploidni jednoleta rostlina s kratkym Zivotnim cyklem a relativné malym (5,1 Gb), nedavno
sckvenovanym genomem obsahujicim sedm chromozomu (International Barley Genome
Sequencing Consortium 2012). Je€men se dokaze adaptovat na rizné podminky prostiedi, coz
souvisi s jeho zna¢nou genetickou, morfologickou a fyziologickou rozmanitosti.

Primarnim pfistupem je Slechténi novych odrid na odolnost k suchu. Ke zlepseni odolnosti vici
stresu u ekonomicky dulezitych plodin byly pouZity jak konvenéni metody selekce rostlin, tak
metody podporované markery (Cattiveli et al. 2008; Baenziger, 2016). Molekularné biologické
nastroje se Casto pouzivaji k identifikaci genetick¢ho pozadi fenotypovych a fyziologickych
metod je selekce za pomoci markeri (MAS), jejimz cilem je identifikovat molekulami markery,
kter¢ ukazuji na uréity znak. MAS kombinuje znalosti o genotypu a fenotypu analyzovanych rostlin
a zlepsuje efektivitu selekce rostlin v jejich raném vyvojovém stadiu, Cimz zkracuje dobu Slechténi
a vynalozené naklady. Vyhodou MAS je, ze zvySuje efektivitu konvenénich selekénich metod
anabizi moZnost identifikovat genotypy, jejichz fenotypové charakteristiky jsou vysledkem
soucasn¢ interakce vice genll. Pouziti molekulamich markeri v procesu §lechténi zvysuje selekéni
citlivost, umoziuje identifikaci rostlin s pozadovanymi vlastnostmi a je citlivé k prostredi (Collard
et al., 2005).

Prestoze je tento znak komplexni a sklada se z n€kolika diléich znaku, z nichz kazdy je podminén

ucinkem mnoha genu, bylo dosud publikovano a v praxi uplatnéno pouze nékolik molekulamich
markera (Jain et al., 2014; Fiust et al., 2015) pro identifikaci odolnosti k suchu u je¢mene.

Podstata technického reSeni

Vyse uvedeny nedostatek odstrariuje marker sestavajici se z paru primera navrzenych na zaklad¢
rozsahlé transkriptomické analyzy, které se specificky vazi na useky DNA pouze u odrid jeCmene
vykazujicich odolnost k suchu. Zatimco u odrid jeCmene nachylnych k suchu nedochazi
k amplifikaci a identifikaci zadného produktu, u odrud jeémene odolnych k suchu dochazi
k amplifikaci cileného produktu o velikosti 318 bp, coz je umoznéno sekvencni variabilitou tiseku
DNA, kam se specificky vazi uvedené primery.
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Podstatou technického feseni jsou tedy primery:

DN7366_668F (SEQID NO: 1)
DN7366 _985R (SEQ ID NO: 2)

CAGGGTCACACTGGGATGA
CCGAGAACTCAGATATCACGA

specificky se vazici na tsek DNA odrad je¢mene vykazujicich odolnost k suchu.

Objasnéni vvkresu

Na priloZzeném Obr. 1 je uveden obrazek elektroforetogramu PCR produktu z pfikladu provedeni.

Priklad uskuteénéni technického feseni

Ovéreni funkcnosti a spolehlivosti markeru odolnosti k suchu je€mene

Vzorky listovych pletiv 96 odrad a Slechtitelskych linii jeémene byly ziskany z pracovisté Selgen,
a.s. az Genové banky (Tabulka 1). 0,1 g rostlinného materialu bylo rozdrceno v tfeci misce
v prostiedi tekutého dusiku. DNA byla extrahovana podle optimalizovaného protokolu pomoci

detergentu CTAB.

PCR byly provadény v reakéni smési s primery DN7366 663F + DN7366 985R za uvedenych
reakénich podminek (Tabulka 2 a 3) v pristroji SensoQuest Labcycler. Produkty PCR byly
separovany elektroforeticky v 2% agarozovém gelu a vizualizovany pomoci Ethidiumbromidu
v UV svétle. Velikost produktu byla odec¢tena pomoci standardu 100 bp. Soucasti reakce byl
vzorek odrudy jeCmene Tadmor (19071), ktery je pouzivam jako standard rezistence k suchu. Dale
bylo soucasti testu 94 odrud a Slechtitelskych linii je¢mene jakoZto neznamych vzorki a téz
negativni kontrola oznacena jako ,,nk" (Tabulka 1; Obr. 1).

Tabulka 1 - Analyzované vzorky a vysledky PCR

Oznadeni Nazev Puvod DN7366
vzorku
19004 KWS Anane DEU 1
19008 KWS Meridian DEU 1
20001 Sebastian DNK 0
20002 Laudis550 CZE 0
20003  Petrus CZE 1
20004 Spitfire CZE 1
20005 Aligator CZE 0
nk negativni kontrola - 0
19009 Hanacky Jubilejni CZE 1
19010 Proskowtzuv CZE
19011 Scots Bere GBR
19012 Kuckuck ETH 1
19014 Nutans 187 RUS
19015 Persicum 64 IRN 1
19016 Sin DNK 1
19017 Mestny;j Ethiopia 43 EGY 0
19018 Tamm 1 FNL 1
19019 Herse NOR 0
19020 Herta Wei bul Is SWE 1
19021 Proctor GBR 1
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Spratt Archer
Lina

Sarla

Martin

Morocco
Nutans Afghanistan
Rabat

Arivat
Nudinka
Vetulio

Mobet

Gold

Gitane

Tibet

Porthos

Tokak

Sara

W30

W4171

Derkado
Maresi

Laudis 550
Tadmor
QKI19ST/07
QKI19ST/08
QK 19ST/09
QKI19ST/10
QKI19ST/11
QK 19ST/12
QKI19S8T/13
QK 19ST/14
QK 19ST/15
QK 19S8T/16
QK 19S8T/17
QKI19ST/18
QK 19ST/19
QK19ST/20
SG-L 8030A/18
SG-L 8030C/18
SG-L 8030D/18
SG-L 8030E/18
SG-L 8030/19
SG-L 9001 A/18
SG-L 9001/19
SG-L10083A/19
SG-L 10083 B/19
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SG-L 15073/19
SG-L 16072/18
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19111  16103/11 CZE 1
19112 16103/20 CZE 1
19113 16104/03/2 CZE 0
19114 16104/04 CZE 1
19115 16104/19 CZE 1
19116  16104/25 CZE 0
19117  16104/31 CZE 0
20006  QKI19St7 CZE 0
20007  QKI19St9 CZE 0
20008  QKI9SUO CZE 1
20009  QKI19SU3 CZE 1
20010  QKI19SU5 CZE 1
20011  QK20SUl CZE 0
20012 QK20SU2 CZE 1
20013 QK20SH3 CZE 0
20014  QK20SU4 CZE 1
20015  QK20Stl 5 CZE 0
20016  QK20SH6 CZE 1
20017  QK20SU7 CZE 1
20018  QK20SU8 CZE 1
20019  QK20SU9 CZE 0
20020  QK20St20 CZE 0
Tabulka 2 - SloZeni reak¢ni smési
Chemikalie Koncentrace Objem
Primer mix 5uM 1,0 ul
dNTP 10 mM 0,5 ul
Pufr (Qiagen) 10x 1,5 ul
MgCl, (Qiagen) 25 mM 1,0 ul
Taq polymeraza S5 U/l 0,2 pl
(Qiagen)
H>O up 9,8 ul
Templatova RNA 100 ng/ul 1,0 pl
Reakéni objem 15 pl
5 Tabulka 3 Reakéni podminky
PCR reakce 95 °C 2 minuty
35 cyklu:
95°C 30 vtefin
Ta 40 vtefin
72 °C 1 minuta
Zavérena syntéza 72 °C 10 minut
10 °C do provedeni elektroforézy
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Zaveér méreni:

Meéfeni prokazalo dobrou funkénost primerového paru jakozto markeru odolnosti k suchu
u je¢mene (Obr. 1). Vzorky odrid a linii jeCmene vykazujici odolnost k suchu se za uvedenych
reakénich podminek vyznacovaly pozitivni odezvou, tj. prouzkem na elektroforetogramu
o velikost 318 bp (Obr. 1). U odrud, které nejsou odolné k suchu nebyl detekovan zadny produkt.
Rovnéz u negativni kontroly nebyl cilovy fragment amplifikovan, tj. nebyl nalezen zadny prouzek
na elektroforetogramu.

Prumyslova vyuzitelnost

Uvedené nové markery maji vyuZiti zejména ve Slechténi jemene na odolnost k suchu a dale pro
testovani odrud jeCmene piihlasenych do statnich odridovych zkousek.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Marker suchovzdornosti jeCmene vyznacujici se tim, Ze sestava z primeru o specifické
nukleotidové sekvenci

DN7366_668F (SEQ ID NO: 1) CAGGGTCACACTGGGATGA

DN7366_985R (SEQ ID NO: 2) CCGAGAACTCAGATATCACGA

1 vykres
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Obr. 1
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