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1 Cil metodiky

Mutageneze — klasickd mutageneze

V pfirodé je mutageneze jev ndhodny a pomérné vzacny. Udava se, ze
spontanni mutaci dochazi ve frekvenci 10 az 10™° na jednu buriku
a na jednu generaci (Necasek a kol. 1997).

Mutace je dédi¢nd zména v primarni struktufe DNA a poprvé ji
indukoval Herman Muller vroce 1927 pomoci paprskd X u D.
melanogaster a jiz roku 1928 Lewis Stadler u rostlinného druhu Zea
mays L. Patfi k zdkladnim nastrojim studia funkci gen(.

Mutagenezi mizeme navodit fyzikalnimi nebo chemickymi mutageny.
Pouziti fyzikdlnich mutagen( se u rostlin vyuZiva pomérné mdlo,
protoZe je potfeba vyuzit ionizacni zareni, které pronika do
dostatecné hloubky. Hloubka pronikani do rostlinnych pletiv je vysoka
u paprskd y, dale nasleduje rentgenové zareni (paprsky X), neutrony
a Castice a, nejnizsi je u ¢astic B.

Vlivem pUsobeni mutacnich ¢inidel na rostliny a hodnocenim jejich
pozménéného potomstva bylo celosvétové vyslechténo okolo 3500
odrtid mnoha rtiznych plodin.

Mezi chemomutageny fadime tisice sloucenin, jejichz vlastnosti byly
v minulosti testovany. Pro praktické vyuZiti u rostlin je vSak jejich
pocet omezen. Jedna se predevsim o EMS (ethylmetansulfonat), MNG
(1-methyl-3-nitro-1-nitrézoguanidin), ENU (1-ethyl-1-
nitrézomocovina), MNU (1-methyl-1-nitr6zomocovina), El
(ethylenimin) a dES (diethylsulfat). Tyto latky alkyluji DNA, zpUsobuiji
tranzice parl bazi, obvykle GC za AT, vzhledem k chybnému parovani
O%-alkyl-G s T.



Podobné O*-ethyl-T ma za nésledek tranzici TA za GC. Tyto mutageny
méni parovaci schopnosti plvodnich bazi, aniz narusi konformaci
DNA. Zhlediska indukce vysoké cetnosti mutaci u rostlin jsou
z alkylacnich cinidel nejucinné;jsi N-nitrézoslouceniny.

NejpouZivanéjsi z nich je EMS, ethylujici guanin v poloze 6 za vzniku
O%-ethyl-G, ktery se nasledné pfi replikaci paruje sthyminem.
Vysledkem je tedy tranzice GC-AT (Stépanek, 2006).

U rostlin se mutageneze uplatiiuje predevSiim u vegetativné
mnozenych nebo u samosprasnych druhd (Graman a Curn, 1998).
Hrach jakozto samosprasny druh je pro indukci mutaci vhodnym
objektem. Cizosprasnost nebyla prokdzana béhem experimentdlniho
pokusu v letech 2001-2003 (ro¢né bylo monitorovano vice nez 40000
rostlin) (Dostéalova a kol., 2005).

Cilem metodiky je indukce mutaci u hrachu setého (Pisum sativum L.)
s pouzitim chemomutagenu EMS, kterd povede k ziskani rostlin
s novymi vlastnostmi vyuzitelnymi pro Slechténi. Metodika byla
vyvinuta na odrGdach hrachu Eso a Protecta a ovéfena na odridé
Trendy.

2 Vlastni popis metodiky
2.1 Stanoveni vhodné davky mutagenu

Nejprve je nutné stanovit vhodnou davku mutagenu, kterou budeme
na rostlinny material plsobit. Jako optimalni se udava letalni davka
LD 50, tedy koncentrace mutagenu a doba jeho aplikace takova, kdy
prezivd 50 % plodnych jedincl z vysetych ovlivnénych semen (Rod
a kol 1982).



V pokusech bylo zjisténo, Ze pro rychlé zjisténi vhodné ddavky
mutagenu se doporucuje stanovit takovou ddvku, pfi které vzchazi cca
70 % ovlivnénych semen. Pfiblizné 35% ze vzeslych rostlin je
sterilnich.

Béhem uskladnéni se U¢innost EMS pomérné rychle snizuje, proto je
nutné stanovit LD 50 kratce pred vlastnim plsobenim mutagenu na
osivo. Druh a kvalita osiva ovliviiuje efektivitu plsobeni mutagenu,
zejména jeho velikost, doba bobtnani, tloustka osemeni atd. Pro
stanoveni LD 50 se doporucuje provést pokus, ve kterém se otestuji
2 koncentrace, jako kontrola se poutZije destilovana voda a 2 doby
aplikace — 1 a 2 hodiny. (Tejklova 2002).

2.1.1 Material

Rostlinny material — semena hrachu registrovanych odrid — Eso,
Protecta — 5 x 200 semen od kazdé odrldy

Ethylmethansulfonat = ethyl methanesulfonate = methanesulfonic
acid ethyl ester — je mutagenni, teratogenni a pfipadné karcinogenni
organicka sloucenina se vzorcem C3HgSO;. Je nebezpecny
pfi vdechovani, dotyku s kdzi, polknuti.
D~
H30—§—O
linearni vzorec CH3S05CH,CHs; O

CHs

Erlenmayerovy barky 500 ml — 10 kusu,

Ctverce alobalu na zabaleni banék — 10 kusd,

mikropipeta na 1 ml,

Spicky na mikropipety,

plocha miska na odkladani pouzitého materidlu od EMS se Ctvereckem
bunicité vaty,

odmeérny vélec na 100 ml,



kadinka s 1 | destilované vody na pfipravu roztokd EMS,
kadinka se 2 | destilované vody na proplachnuti semen,
tfrepacka,

kontejner na nebezpecny odpad,

2.1.2 Pracovni postup

1. den

Nachystat a prebrat osivo. Pfipravit 5 vzorkd po 200 semenech
odridy Eso a 5 vzorkl po 200 semenech odridy Protecta pro
stanoveni LD 50.

Pripravit 10 misek o rozmérech 22 cm pramér misky a 5 cm hloubka
misky k vysevu. Naplnit je 3 cm zeminy (vysevni substrat).

Ve 14:00 umistit semena do Erlenmayerovych banék a zalit je vodou
tak, aby hladina vody byla cca 5 cm nad vrstvou semen. Nechat
semena bobtnat 18 hodin.

Uvedené casy jsou pouze doporucené, ale je vhodné je dodrZet, aby
na sebe jednotlivé kroky plynule navazovaly.

Je mozné bezpecné pracovat mimo digestor.

2. den

Prdce v digestori v ochrannych gumovych rukavicich. EMS je
mutagenni, teratogenni a pfipadné karcinogenni organickd
sloucenina.

Prdce pri pokojové teploté (21 °C).



V 7:30 nachystat roztoky EMS: 8 banék se 100 ml destilované vody.
Ze 4 odebrat 0,5 ml vody a pfidat 0,5 ml EMS, oznacit 0,5. Ze
4 odebrat 1,0 ml vody a pfidat 1,0 ml EMS, oznacit 1,0.

V 8:00 slit pres sitko vSechnu vodu zErlenmayerovych banék
ve kterych bylo namocené osivo. P¥ilit do dvou banék s odrtidou Eso
0,5% roztok EMS a do dvou banék 1,0% roztok EMS. Stejny postup
opakovat s odridou Protecta. PouzZitou spicku odloZit na ctverecek
bunicité vaty a poté zlikvidovat jako nebezpecny odpad. Oznacit
variantami Eso 0,5/1, Eso 0,5/2, Eso 1,0/1, Eso 1,0/2 a Protecta
0,5/1, Protecta 0,5/2, Protecta 1,0/1 a Protecta 1,0/2. Do zbylych
2 banék nalit destilovanou vodu a oznadit variantami Eso Ka
Protecta K. Banky zabalit do alobalu a umistit na trfepacku pfi
pokojové teploté, aby se semena pomalym pohybem v roztoku EMS
promychdvala.

V 9:00 vyndat ztfepacky a premistit do digestore Erlenmayerovy
bariky oznacené Eso K, Eso 0,5/1, Eso 1,0/1 a Protecta K, Protecta
0,5/1 a Protecta 1,0/1. U vSech variant postupné odstranit alobal
a pres sitko slit kapalinu do kontejneru s nebezpecnym odpadem, 2x
semena dlkladné proplachnout 300 ml destilované vody, kapalinu
slévat do kontejneru pro nebezpecny odpad. Nddobu s osivem
umistit pod proud tekouci vody po dobu 30 minut tak, aby doslo
k dakladnému vymyti mutagenu (obr. 1). Je nutné zabezpecit osivo
pred vyplachnutim z nadoby (dostatecné vysoka nadoba, pouZziti
vhodné sitky). Takto oSetfené osivo je pfipravené k vysevu do pldy.

V 10:00 vyndat z tfepacky a premistit do digestofe Erlenmayerovy
bariky oznacené Eso 0,5/2, Eso 1,0/2 a Protecta 0,5/2 a Protecta
1,0/2. U vsech variant postupné odstranit alobal a pres sitko slit
kapalinu do kontejneru s nebezpeénym odpadem, 2x semena



dikladné proplachnout 300 ml destilované vody, kapalinu slévat do
kontejneru pro nebezpecny odpad.

Nadobu s osivem umistit pod proud tekouci vody po dobu 30 minut
tak, aby doslo k dikladnému vymyti mutagenu. Je nutné zabezpedit
osivo pred vyplachnutim z nddoby (dostate¢né wvysokda nadoba,
pouziti vhodné sitky). Takto oSetfené osivo je pripravené k vysevu
do pudy. Schéma pokusu je uvedeno v tabulce 1.

Obrdzek 1 Promyvdni oSetfeného osiva pod proudem tekouci vody.

Tab. 1: Stanoveni LD 50 pro jednotlivé odridy — Eso, Protecta.

koncentrace EMS % | odrlida doba ptisobeni mutagenu/ h
0 Eso |Protecta 1 2
0,5 Eso |Protecta 1 2
1 Eso |Protecta 1 2

e (Osetfené osivo rucné vyset do pfipravenych misek (obr. 2
a obr. 3).




Obrdzek 2 Osetrené osivo pripravené k vyseti.

Obrdzek 3 Vyseté oSetiené osivo.
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11. den

e Po 8 dnech od vysevu vyhodnotit vzchazeni klicnich rostlin ER
(emergence rate):

Obrdzek 4 Vzchdzeni oSetfeného osiva. Odrida Eso.

Dale je vhodné provést pokus sjemnéjsi Skalou rozdilu
v koncentracich. Jako idedlni se z pfedchoziho pokusu jevilo plisobeni
EMS po dobu 1 hodiny. Koncentrace mutagenu byly zvoleny
0,3 % EMS, 0,6 % EMS, 0,9 % EMS a 1,2 % EMS (tabulka 2).
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Tab. 2: Stanoveni LD 50 pro jednotlivé odridy — Eso, Protecta pri pouZiti jemnéjsi skaly
rozdilu v koncentracich.

koncentrace EMS

% odruda doba plsobeni mutagenu h
0 Eso |Protecta 1

0,3 Eso |Protecta 1

0,6 Eso |Protecta 1

0,9 Eso |Protecta 1

1,2 Eso |Protecta 1

Pracovni postup je totozny.

Obrdzek 5 Vzchdzeni osetreného osiva pripokusu s jemnejsi Skdalou koncentraci.

2.2  Vlastni indukce mutaci

Z predchoziho pokusu byla vybrdna idealni kombinace koncentrace
a doby plsobeni mutagenu pro jednotlivé odridy hrachu. Vzhledem
k tomu, Ze Zadna varianta presné neodpovidala presné 70 % klicivosti
vzhledem ke kontrole, byla ddvka mutagenu odvozena aproximaci od
varianty, kterd se nejvice blizila poZzadovanym 70 %. V prvnim roce
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experimentu byla pro odridu Eso zvolena kombinace plsobeni 1,1 %
EMS po dobu jedné hodiny a pro odrldu Protecta kombinace
plUsobeni 0,9 % EMS po dobu jedné hodiny. V nasledujicim roce byl
proveden shodny experiment i s odrddou Trendy. U té byla zvolena
vhodna kombinace pUsobeni 1,1 % EMS po dobu jedné hodiny. Takto
osetrfené osivo bylo vyseto na pole (obrazek 6).

Obrdzek 6 Vzchdzeni osetreného osiva v polnich podminkdch.

2.2.1 Material

Rostlinny material — certifikované osivo registrovanych odrdd hrachu
— Eso, Protecta, Trendy

mnozstvi — 4 x 500 semen od kazdé odridy

Ethyl methan sulfonat
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Erlenmayerovy bariky 500 ml — 8 kusl, ¢tverce alobalu na zabaleni
banék — 8 kusl, mikropipeta na 1 ml, Spicky na mikropipety, plocha
miska na odkladani pouZitého materialu od EMS se ctvereckem
bunicité vaty, odmérny valec na 100 ml, kaddinka s 1 | destilované vody
na pripravu roztokd EMS, kadinka se 2 | destilované vody na
proplachnuti semen, tfepacka, kontejner na nebezpecény odpad.

2.2.2 Pracovni postup

Jako mutagen pouzit Ethylmethansulfonat (EMS). Semena hrachu
pred vlastni mutagenezi nechat nabobtnat. V 14:00 semena namodit
do vody — v Erlenmayerovych barikdch o objemu 500 ml. Po 18
hodinach bobtnani slit pfebyte¢nou vodu pres sitko a k osivu se pfilit
roztok EMS o poZadovanych koncentracich: 1,1 % pro odridu Eso,
0,9 % pro odrlddu Protecta. Erlenmayerovy barky zabalit do alobalu
(zamezeni pfistupu svétla — EMS se na svétle rozkladd) a umistit na
tfepacku pri pokojové teploté. EMS nechat pUsobit po dobu 1 hodiny.
Roztok EMS slit pFes sitko a osetfené osivo 2x dlkladné proplachnout
destilovanou vodou. Vodu slit do kontejneru s nebezpeénym
odpadem. Nadoba s osivem se umistit pod proud tekouci vody po
dobu 30 minut tak, aby doslo k dikladnému vymyti mutagenu. Je
nutné zabezpedit osivo pred vyplachnutim z nddoby (dostatecné
vysoka nadoba, pouziti vhodné sitky). Vse staci provadét nesterilné.
Takto oSetfené osivo vyset na pole.

Vysev je nutné provést rucné, protoZe nabobtnana a ovlivnéna
semena nelze umistit do seciho stroje. Mutované osivo je citlivé na
dostatek/ nedostatek vldhy v nékolika prvnich dnech po vyseti. Pfi
del$im suchu je nutné pokusnou plochu zalévat, jinak hrozi zaschnuti
semen a jejich nevykli¢eni. Plisobenim mutagenu dojde k oslabeni
semen a ovlivnéna semena vzchazeji pomaleji. Hrach se na pole seje
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obvykle koncem brezna ¢i zacatkem dubna — zaleZi na lokalité. Hrach
sety ma pomérné nizké naroky na teplotu, kli¢i uz pfi 1°C, roste od
4 °C a nespali ho ani jarni pfizemni mraziky. Optimalni teplota pro rust
je 14 az 18 °C (obrazek 7, 8).

Obrdzek 7 Pohled na pokusné parcely vdobé kvétu a nasazovani luskd. Osivo
osSetreného EMS.

Obrdzek 8 Pohled na pokusné parcely v dobé kvétu a nasazovdni luskd.
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Voditkem pro odhad pUsobeni mutagenu je prechodna skvrnitost list(
vyvoland lokalni inhibici tvorby chlorofylu, které je mozné pozorovat
na vzchazejicich rostlinach M1 generace (Rod et al., 1982), pfipadné
vyskyt rdznych morféz (nedédicné odchylky ve tvaru listli, kvétnich
organu) (obrazek 9).

Obrdzek 9 Morfdzy u rostlin vzeslych z osiva osetfeného EMS.

U M1 generace vzrostlé ze semen pfimo ovlivnénych mutagenem neni
mozné detekovat vSechny mutace, protoZe vétSina mutaci ma
recesivni charakter. Jedna se zejména o ztratu funkce bilkovin.
Dominantni mutace v M1 generaci detekovat lze.
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Rostliny v pIné zralosti se hromadné sklidi a odsemeni (ru¢né, nebo
sklizeci technikou). Ziskand semena se vyseji na pole v nasledujicim
roce. Pro vysev lze jiz vyuZit béiné seci stroje. Vhodné je zalozit
maloparcelkovy pokus, aby bylo mozné jednotlivé rostliny sledovat
v M2 generaci. Stejny postup lze posléze vyuzit i v dalSich generacich.
V M2 generaci se jiz vyStépuji mutace v homozygotnim stavu. Proto je
mozné detekovat i mutace recesivni. VM2 generaci je vhodné
soustredit se jiz na jednotlivé rostliny, sklidit je jednotlivé a v dalsi
generaci presévat oddélené potomstvo dané rostliny zajimavé ve
sledovaném znaku ¢i charakteristice k ziskani dostate¢ného mnozstvi
osiva pro analyzy.

Bé&hem péstovani je potfebné vytvofit poZzadovany selekcni tlak nebo
specificky zpUsob zachazeni s osivem/plodinou béhem vegetaéni doby
(pfedsetova pfiprava pole; mnozstvi, zplsob aplikace a druh hnojiva;
preemergentni oSetfeni pokusné plochy; posttiky proti plevelim di
Skadclim). DuleZité je zohlednit pokusnou lokalitu — sloZzeni pldy
(chemické, mechanické). Umisténi  lokality v krajiné -
zastinénd/oslunénd plocha, nadmofskd vyska, potencionalné
zaplavovand oblast. Zatizeni pokusné plochy patogeny.
Napft. v Sumperku byla ¢ast pokusu péstovana na provokaénim poli,
které je zatizené nadmérnym vyskytem pldnich patogen(, které
zpusobuji komplex kofenovych chorob u hrachu.

3 Srovnani novosti postupt

PouZiti EMS jako mutagenu pro ziskani novych forem hrachu se
snizenym obsahem kyseliny fytové popisuje ve své praci Warkentin et
al. (2012). V experimentu byly pouZzity dva typy mutagend — 1,5 %
EMS a 1mM roztok azidu sodného. Obé tyto slouceniny pusobily

17



oddélené na semena hrachu odridy CDC Bronco po dobu 4 hodin. Po
plsobeni mutagenu EMS byly ziskdny 2 nizko fytatové linie hrachu.
Podrobna metodika mutageneze vsak v praci uvedena nebyla.

Engvild (1987) pouzil ve své praci suchd a nabobtnald semena hrachu
odrldy Finale v experimentu s rdznymi davkami rliznych mutagent —
ethyl methanesulfonate (EMS), diethyl sulfate(DES), ethyl nitrosourea
(ENU) a okyseleny azid sodny (NaN;3). Nabobtnald semena byla
namocena do vody po dobu 18 hodin. Doba plsobeni EMS byla 1 h
a 2 h pro koncentrace 0,5 % EMS a 1,0 % EMS. Ani zde vSak podrobnd
metodika nebyla popsana. Doba bobtnani semen, vychozi casy
plUsobeni mutagenu a jeho koncentrace byly pouZity jako vychozi
v prvnim experimentu.

Pro usnadnéni prace pti chemomutagenezi s EMS byla vytvorena tato
metodika, protoZze Zzadnda podrobnd a ucelend metodika dosud nebyla
publikovana.

4 Popis uplatnéni metodiky

Metodika indukce mutaci u hrachu setého (Pisum sativum L.)
ethylmetansulfondtem obsahuje v prvni ¢asti teoreticky Uvod do
problematiky. V praktické ¢asti jsou uvedeny presné protokoly véetné
¢asového harmonogramu od pfipravy rostlinného materidlu az po
navrhy selekénich marker( pro selekci vhodného osiva.

Metodika je vhodna k praktickému vyuziti ve Slechténi rostlin.
Evropskd legislativa neni naklonéna novym metoddm ve Slechténi,
New Breeding Techniques (NBT), které casto zahrnuji ,Upravu
genomu”, jejimz zdmérem je modifikovat DNA na konkrétnich mistech
v genech rostlin tak, aby se v plodinach ziskaly nové vlastnosti, bez

18



nezadoucich vedlejSich mutaci a pfi pouziti zlomku prostredk( a casu.
Jedna se o Zinc finger nuclease; TALENs, and CRISPR/Cas Tools). Tyto
technologie nebyly v rdmci Evropské unie schvaleny pro bézné pouziti
pfi produkci potravin nebo krmiv. Proto je mutageneze vhodny
zpUsob, jak ziskat rostliny s poZadovanymi vlastnosti, které mohou byt
vyuzity pro dalsi Slechténi.

Na pracovisti Agritec Sumperk byly z materidlu ovlivnéného EMS
ziskany linie Inu se zkadefenym stonkem, s nizkym obsahem kyseliny
linoleové a soucdastné svysokym obsahem kyseliny linolové
v semenném oleji nebo s vyssi odolnosti k padli a dalSim houbovym
chorobam.

5 Ekonomické aspekty

Z ekonomického hlediska je efektivni, Ze pomoci mutageneze ziskame
zajimavé odrldy ve vyrazné kratSim Case neZ pfi vyuZiti konvencnich
Slechtitelskych metod. Vyrazné se tedy snizi doba na Slechténi jedné
odridy a tim se podstatné snizi naklady se Slechténim spojené.
Ziskany rostlinny materidl bude vyuzivdn zejména Slechtitelskymi
stanicemi pro tvorbu novych odrld. Pfesny ekonomicky pfinos proto
nelze presné vycislit, ale Ize odhadovat, Ze bude vyznamny.

Metoda indukce mutaci u hrachu setého (Pisum sativum L.)
ethylmetansulfonatem nevyZaduje vyraznéjsi naklady na jeji
provedeni. Pro uplatnéni je potfeba pouze bézné laboratorni vybaveni
a chemikdlie Ethylmetansulfonat jehoZ cena se pohybuje okolo
3000 K¢ za 10gramové baleni.
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