Rozmanitost
a geneticke zdroje ve
Slechteni

1) Genetické zdroje a jejich konzervace

2) Metodické nastroje k rozsireni
rozmanitosti ve Slechteni



Genetickeé zdroje ve slechténi

Domestikované rostliny

1) Komercni odriady

Soucasné nebo 1 restringované (vyrazené ze seznamu
pouzivanych) odrady, které jsou vysledkem slechténi na
urcity znak.

Maji vhodné kombinace gent,

jsou adaptované k urcitym podminkam prostredi,

maji dobrou vykonnost.

Restringované odridy byly vyfazeny z divodu néjaké
nevhodné vlastnosti, napf. nachylnosti k urcitému
patogenu, nebo byly nahrazeny vykonné;si odridou. I
zde mohou slechtitelé hledat nové vhodné kombinace
gend.



2) Slechtitelsky material

Jde o rozpracovany slechtitelsky material, mize mit jedinecné
vlastnosti vhodné pro perspektivni vyuziti.

3) Ekotypy — krajoveé odridy

m Vytvofeny farmari v urcitych klimatickych podminkach.
®m Dlouhodobé prizptusobeni urcitym podminkam.

m Pxistence komplexu adaptovanych gend.

m Vysoce heterogenni, vyhodna je odolnost ke stresum
prostredi.

m Nizsi, ale stabiln{ vynosy.

® Mohou byt vyuzity jako vychozi material ve slechténi pro
hromadnou selekci nebo tvorbu cistych linii.



4) Introdukovaneé rostliny

Rostliny, které byly introdukovany z jinych oblasti,
zemi. Vhodné pro hybridizacni projekty.

5) Nové¢ zdroje genu

Vysledky zamerné genetické manipulace — napf.
mutageneze, GMO.



Nedomestikované rostliny

Divoké populace rostlin, zvyhodnéné z hlediska
preziti v nepfiznivych podminkach — tvrdé
osemeni, nepukavost, ale nevyhodné z hlediska
vynostu.

Mohou byt vhodnymi donory jednotlivych gent.

Vyuzivaji se v programech vzdalené hybridizace

nebo jako ocko pfi roubovani (citrusy, vinna
réva).



Konzervace genetickych zdroju

m [n situ
Botanické zahrady, chranéna dzemi, narodni parky
m x5t

Genové banky

- - 5°C aktivni kolekce

- -10°C az -18°C zakladni kolekce

- kryokonzervace -150°C az -196°C

20 let a vice

B [y vitro
Genova banka bramboru ve

Vyzkumném ustavu bramboraf-
ském Havlicktv Brod



Genoveé banky

® Tvorba narodnich a2 mezinarodnich kolekci

m Hliminace duplikaci
250 tisic vzorkua jecmene - jen 50 tisic bylo
jedinecnych

m 1898 prvni kolekce US Department of
Agtriculture (USDA) David Fairchild

PI (Plant Introduction) 1898 PI1 hlavkové zeli z
Moskvy

m /acatek 20. stoleti N. 1. Vavilov
St. Petersburg 250 tis. vzorku rostlin



Mezinarodni organizace, smlouvy

FAO Food and Agriculture Organization pfi OSN

<

zodpovedna za genetickou konzervact zdrojt

1974 Rim zaloZeni International Board of Plant
Genetic Sources (IBPGR)

1960 EUCARPIA European Association for Research
on Plant Breeding

1968 Mezinarodni tmluva o ochran¢ novych odrad

rostlin (UPOV)

2001 Mezinarodni smlouva o genetickych zdrojich
rostlin pro vyzivu a zemedeélstvi (FAO) — ochrana a
udrzitelné vyuzivani rostlinnych genet. zdroja pro
zabezpeceni vyzivy, udrzitelny rozvoj zemedélstvi (64

plodin)



CR
Narodni genova banka

® Vyzkumny ustav rostlinné vyrovy, v.v.i. Praha-
Ruzyné www.genbank.vurv.cz/genetic/resource/

1984 Informacni systém EVIdence GEnetickych Zdrojt
rostlin (EVIGEZ )

1992 Narodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdroju rostlin a biodiverzity

pasportni data — zakladni informace o genetickém zdroji

popisna data — charakterizace a hodnoceni
(mortologické, tenologické, biologické a hospodarske
znaky

m Instituce podilejici se na praci s kolekcemi GZR



Z.ahranicni dokumentacni systémy
GZR

European Cooperative Programme for Crop Genetic
Resources Networks (ECP/GR)- ECP/GR Rim

EURISCO - Evropsky katalog genetickych zdroji rostlin

Centre for Genetic Resources , The Netherlands (CGN) ,
Centrum pro genetické zdroje Wageningen

Notrdic Gene Bank (NGB) - Genova banka Alnarp

BLE- GENRES (ZADI) Bonn - Zeméd¢lské informacni
centrum Bonn

GRIN-The National Plant Germplasm System (NPGS) -
USDA informacni systém

SINGER -SGRP - informacni systém CGIAR



http://www.ecpgr.cgiar.org/
http://eurisco.ecpgr.org/
http://www.cgn.wur.nl/UK/
http://www.nordgen.org/ngb/
http://www.genres.de/
http://www.ars-grin.gov/npgs/
http://www.singer.cgiar.org/

Prehled hlavnich mezinarodnich
center pro jednotlivé plodiny

International Rice Research Institute (IRRI) ryze 80 617
International Center for the Improvement of Maize and Wheat
(CIMMYT) psSenice 95 115
kukurice 20 411
International Center for Tropical Agriculture (CIAT)
picniny 18 138
International Institute of Tropical Agriculture (ITTA)
podzemnice olejna 2 029
kasava 2 158
sOja 1 901
yam 2 878

International Potato Center (CIP) brambor 5057



International Center for Agricultural Research in the Dry
Areas

(ICARDA)
jecmen 24 218
clztrna 9116
fazol 9074
picniny 24 581
cocka 7 827

psenice 30 270

International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI)
bananovnik 931



Metodické nastroje
k rozsifeni rozmanitosti
ve slechténi rostlin



v

Zacatky zemédélstvi

Selekce @ICké pi"isu@

Hybridizace

1866 J. G. Mendel .
1900 znovuobjeveni Genethke £ flIlClp y

1928 1. indukovana mutace u rostlin __Nové nastroje >

1944 DNA-podstata dédicnosti
1950 McClintock — transpozony A¢/ Ds

1983 1. transformace — tabak inzeréni mutageneze

l

Identifikace a 1zolace

v
genetické modifikace novych rostlinnych
vSech vyznamnych < genul
zemédélskych plodin _T

2000 osekvenovany genom Arabidopsis



1) Hybridizace



Vyznam hybridizace ve slechténi

m Introdukce genu
m Rekombinace
nove sestavy genu v F2, nové genotypy
m Prekonani nezadouci genetické vazby mezi geny
m Heter6zni efekt
m Zachovani diverzity
m Tvorba inbrednich linii

m Geneticka analyza, molekularni analyza



Zakladni typy kfiZeni provadéna ve

slechténi
® Jednoduche¢ kfiZzeni m Trojnasobné kfizeni
A = 50%
B = 50% A = 25%
B = 25%

C =50%



m Ctyfnasobné kfizené ® Dialelni kfiZeni

A = 25%

B = 25% Reciproka kfiZeni /
samospraseni

C = 25%

D = 25%



m Zpcétné kiizeni = Konvergentni kfiZeni

podil A
podilB (1) 50%
25%
1. BC 50%
12,5%
2. BC 75%
(2) 50%
3. BC 87,5%
50%

50%



Hybridizace

|

Mezidruhova hybridizace

|

Mezirodova hybridizace

|

Rozsireni genetickeé rozmanitostt - introdukce gent




Hybridizace

Hybridi s GP-1
letalni nebo zcela sterilni

/Druhy kiizitelné s GP-1
/ Hybridi alespon castecné fertilni
7 I//_.-’—""'_"""ﬁ-._\\“‘
/~ GP-1
/' Poddruh A:
‘kulturni

GP-1
. Poddruh B:
\_divoky o

-

b R

: .
\ Kfizitelnost mozna, mize byt obtizna //
B 4

Krizitelnost nemozna
“~._ hebo vyZaduje specialni techniky -~




Vzdalena hybridizace
Teoretické aspekty

morfologické a ekologické
fyziologické

cytologické

genetické

neklic¢ivost pylu na blizné ciziho druhu (rodu)
Spatné prorustani pylové lacky bliznou
nedochazi k oplozeni nebo hybridni embryo hyne
sterilita hybrida F,



Prezygotické a postzygotické bariéry kfizitelnosti

S N =

8

Moznosti pfekonani nekfizitelnosti

metoda prostfednika
opyleni smési pylu
stimulacni latky
polyploidizace

. opyleni in vitro
. In vitro embryokultury a jejich modifikace
kultivace embryi v transplantovaném endospermu
In ovulo embryokultury
kultury endospermu
. somaticka hybridizace fazi protoplastii
. genetické modifikace



Priklad aplikace metody prostfednika

(Lolinm multiflornm) — x  (Festuca arundinacea)

o2n =2x = 14 1 2n = 6x = 42
1 noLrioicne
L. multiflorum X  F pratensis

|  2n=2x14
hybrid (sterilni, diploidni)
—— polyploidizace
. prostfednik — fertilni, nestabilni x F. arundinacea
2n = 4x = 28 l 2n = 6x = 42
hybrid (vybéry 6x) x E arundinacea

BC1 x E arundinacea

> BC2
BCn

vyber . arundinacea 6x s zadoucimi znaky L. multiflorum




Vyznam mezidruhové hybridizace

Introdukce gent, nové znaky a vlastnosti
Ekonomicke aspekty
Tvorba novych aloploidu

Cytogenetické studie a sledovani
fylogenetickych vztaht



polyploidizace
zpétné krizeni

1. sterilita generace F1
cytologicka variabilita generace F1
2. velka variabilita v populaci F2 a v nasledu-
jicich generacich (morfologicka, genotypova)
3. nestabilita hybridnich forem
NarusSeni vztahu mezi jadernym a cytoplazmatickym

genomem — CMS



Triticum durum x T. turgidum AABB x AABB
T. aestivum X T. durum JAVAN=1=1D] D @AVAY =] 5!
Solanum tuberosum x S. phureja
odridy se 2 skliznémi do roka
S. tuberosum x S. indigenum
zvySeni Skrobnatosti a odolnosti vuci had’atku
Beta vulgaris x 15 druhu rodu Beta

zdroje jednosemennosti, chladuvzdornosti, odolnost
k chorobam

Nicotiana tabacum x plane druhy
rezistence kK TMV

Cerasus vulgaris x C. avium  sladkoviSen



Triticum x Secale  triticale
zvySeni vynosu, mensi naro¢nost na pudni a klimatické
podminky, vyssi obsah bilkovin, esencialnich
aminokyselin — hlavné lyzin
Triticum x Agropyron
odolnost vuci suchu, mrazu, chorobam, vytrvalost
Triticum x Elymus
Triticum x Aegilops
Hordeum x Elymus
Zea mays X Euchlena mexicana
zvyseni obsahu bilkovin v zrnu
Triticum x Hordeum  tritordeum



Zaclenéni chromozomu zita do genomu psenice,
Introdukce genu rezistence

Zaména chromozomu pSenice za chromozom pyru, Zita,
Aegilops

Preneseni segmentu chromozomu Aegilops umbellulata,
Introdukce genu rezistence ke rzi



Reseny problém a vychozi sta

m | pratense
m . repens
m Cil: Introdukce genti
- pro odolnost k patogentim
(Fusarinm sp., viry)
- pro vytrvalost
(tvorba stonkovych vybezkh)




L rzfolinm pratense a jeho krizitelnost s dalsimi
druhy r. Trifolinm

I. pratense T. pallidum*

2n=14 T. sarosiense
2n=48

T. diffusum*®

/ : T. medium
. % N
T. noricum I . 2n=64

.
-
.
.
.
.
- .,
. .
. .
. v,
. o
- .
. e,
= D
.
.
-
.
.
-

T. rubens* T. medium

\ 2n=72

O
e,
‘e
‘e
‘e
‘e
‘e
e
‘e
‘e
. .
. .
e
‘e
‘e
e
.
‘e
‘e
‘e
‘e
.
‘e
D

T al * / * 2n=16
. alpestre T. medium
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T. heldreichianum* R
neoveérené kfizeni e,



Cile

Studium prezygotickych bariér kfizitelnosti
Studium postzygotickych bariér kfizitelnosti
/iskani mezidruhovych hybridd

Identifikace a analyza mezidruhovych hybrida



Strategie

m Material:

recipientni — Trzfolium pratense

2n = 2x = 14
2n = 4x = 23
donorovy — Trzfolium mediwm 20 = 8x az 10x

= 64 az 80
1. sarosiense 2n = 6x = 48

1. alpestre 2n = 2x = 16



1. Kfizeni s kastraci

2. Studium prezygotickych bariér — proristani
pylovych lacek a barveni anilinovou modii

pozorovani ve tluorescencnim mikroskopu
3. Studium postzygotickych bariér
— zhotovovani trvalych preparat a barveni
- projasnovani rostlinnych pletiv a pozorovani
Nomarskeho optikou
4. Flowcytometricke stanoveni poctu chromozomu

5. Fenotypova analyza






Postzygotické bariéry
kfizitelnosti
m Optimalizace metodiky projasfovani
1. chloralhydrat
2. benzyl benzoat + dibutyl ftalat

m Studium embryogeneze
T. pratense (4x)




Studinm embryogeneze n mezidruhovych
hybridn 1rifolinm
m Optimalizace metodiky projasniovani pletiv

m Vybér genotypti pro mezidruhovou hybridizaci

T. pratense (4x) x T. medium




T. sarosiense x T. pratense (4x)




Identifikace a analyza
mezidruhovych hybridu

Pritokovd cytometrie
2n = 30




Fenotypové hodnoceni

\_* .
su(}fmsn STANICE

_ HIADKE ZIVOTICE

Trifolium x
30 chromosomes

. HIADKE ZIVOT)

. e i _ Tritolium x
Tr;’_/olium X g S "Pig IR ¥ () chromosomes
30 chromosomes 2N !
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Trifolium x

57 chromosomes




Stem w eight

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Stem length

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Internode number

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

D

Length of the central leaflet of the
triple leaf on the fourth internodes

T. pratense hybrid  T. medium

Species

Width of the central leaflet of the
the triple leaf on the fourth internodes
30

20

10

T. pratense hybrid  T. medium

Species

F Ratio of length and width of the central leaflet
of the triple leaf on the fourth internodes

2

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Stem thickness on the fourth internodes

4

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Average leaf area of one triple leaf

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Whole plant w eight

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Plant length

T.pratense hybrid  T. medium

Species

Stem number per plant

T. pratense hybrid  T. medium

Species

Head number per plant

T. pratense hybrid  T. medium

Species

Head number per stem

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Seed w eight per plant

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Weight of dry matter per stem

T. pratense  hybrid  T. medium

Species

Hodnoceni 15
motfologickych
a
agronomickych
znaku

(3 roky)




Kofenovy systém hybridi ve srovnani s rodiCi

Trifolium pratense 4n
JL HJ P Valkovo 2007

P3/10 rostlina 23
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Charakter trsu hybrida
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Reseny problém a vychozi stav g\ ‘

e,

Cil: Lotus corniculatus

introdukce genu pro
nepukavost luska



A

Strategie

 Material
Recipientni Lotus corniculatus
2n =4x =24
Donorovy L. ornithopodioides
2n =2x =14
L. conimbricensis
2n =2x =12
L. uliginosus 20 = 2x = 12
2n =4x =24
Uspéchy
L. uliginosus (2x, 4x) x L. cornzculatus sterilita
L. conimbricensis x L. corniculatus sterilita

(L. alpinus x L. conimbricensis) x L. corniculatus




1. Kfizeni s kastraci

2. Studium prezygotickych bariér
barveni lacek anilinovou modii

3. Studium postzygotickych bariér

Projastiovani pletiv chloralhydratem



Studium embryogeneze

Chloralhydrat - 24 h fixace, 48 h chloralhydrat

L. corniculatus L. uliginosus (2x) L. uliginosus (4x)




Studium postzygotickych bariér po
mezidruhové hybridizaci

L. corniculatus x L. uliginosus (2x)

L. corniculatus x L. uliginosus (4x)




Reseny problém a vychozi sta

1. Cil: Introdukce genti ze zdroju odolnosti k padli
jecmene (Blumeria graminis t. sp. hordez)

Zemedelsky vyzkumny ustav Kroméfiz, s.t.o.
H. vulgare x H. vulgare ssp. spontanenm

2. Identifikace gent odolnostt prostrednictvim
DNA markert



Strategie resent

1. Vytvoreni vhodnych populaci pro analyzy
odriida "Tiffany x zdroj odolnosti —— F,
2. Fytopatologické testy — P, F,, F,
3. Geneticka analyza
Urceni pocCtu gentl determinujicich odolnost
4. Ziskani DNA markert pro jeCmen H. vulgare
Urceni polymorfismu rodicu

5. UrCeni DNA markera ve vazbé s jednotlivymi
geny odolnosti

Analyza bulka — nachylného a odolného
Lokalizace genti na chromozomech jeCmene



2) Genomove zmény



Polyploidie, haploidie
Klasifikace polyploidi — euploidie — ortoploidie
- anortoploidie
- aneuploidie
- endoploidie
- B chromozomy
Autopolyploid, alopolyploid, amfidiploid

Vznik polyploidie

- mitoticka — somaticka
- Zzygoticka

- gameticka



B chromozomy

a) Brachycoma dichromosomatica (mitoza, 2 B a 2 mikro-B
chromozomy)

b) Secale cereale (metataze, 2 B chromozomy)
c) Secale cereale (metataze I meidzy, 1 B chromozom, 7 bivalentu)

d) Secale cereale (1. mitoza v pylovém zrnu, nondisjunkce B
chromozomu)



Vyskyt polyploidie

Fixace polyploidie béhem evoluce — selekCni vyhoda
heterozygotu

- plané druhy

- kulturni druhy

- vznik spontanni
- indukovany — chlorhydrat, chloroform, fenylmetan,
atropin, papaverin, acenaften, kolchicin
Kolchicin — aplikace na vegetacni vrcholy (0,5-2%0)
— klic¢ici semena (0,01-0,2%)
kde je maximalni pocet délicich se bunék
doba ptisobeni — hodiny az dny



Klasifikace aneuploidu - zobrazeni chromozomovych sad

»« ) W

hypoploidi

2n
diploid

hyperploidi

2n -1 2n - 2 2n-1-1
monozomik  nulizomik dvojity monozomik

)) 509 >> vo0v )) “ {

2n + 1 2n + 2 2n+1+1
trizomik tetrazomik  dvojity trizomik




Tvary tobolek u riznych typi trizomiki
Datura stramonium

Datura stramonium
normalni typ tobolky

15[EREM16 17 eege]18

W Wis
\

diploid (2n = 24) 19ENE=20 1 T22

trizomici (2n + 1) a tvary jejich tobolek



Tvary klasu u ruznych typu nulizomiku
Triticum aestivum




Lokalizace genu do vazbovych skupin pomoci trizomiku

1. Mutace - je lokalizovana na trizomickem chromozomu

P X aa
-1: Aa
-2
2 A a
JAVAY
2 Aa
2 A 4 AA 2 Aa
a 2 Aa aa

Fenotypové Stépné poméry:

A- : aa 8 : 1



2. Mutace ' neni lokalizovana na trizomickém chromozomu

P: X AADDb
F1: AA BDb
F2:
AB Ab

JAVAY =’
AAD
AB AA BB AA Bb
ADb AA Bb AA bb

Fenotypové Stépné poméry:

AAB- : AADDb 3: 1



Vyuziti polyploidu ve slechténi

Zmena celkového habitu rostlin, zvetseni bunék, organti —
vegetativnich 1 generativnich, kvantitativni zmény

Vyssi ekologicka pfizptisobivost

Lepsi kfizitelnost

Zmény v pozadavcich na fotoperiodu
Zvyseni obsahu glycidd, alkaloidd, barviv

Vyssi obsah bilkovin a nizsi obsah nestravitelné vlakniny —
vyhoda u krmnych plodin

Optimum 4x, 6x 1 3x
Vyssi ploidie — pokles a zpomaleni délicich pochodt v
bunkach



VYV /2

m Jetel lucni — vice zelené hmoty, vyssi
zimovzdornost, nizsi produkce semen

m /ito — vyssi hmotnost a kvalita zrna, zrna o 50%
vetsi, mouka s lepsimi pekarskymi vlastnostmi,
chleba az o 10% vetsi objem, vyssi obsah bilkovin

® [en, vinna réva

m Mak sety, proso, pohanka
m Fazol, soja

m Slunecnice

m Cukrova fepa, krmna fepa, melouny — triploidie



Haploidie
monohaploidie n =X
polyhaploidie n=k.x

Metody ziskani haploidu
1. Spontanni
2. Dvojcatova metoda (Poaceae, Solanaceae, Liliaceae)
3. Opyleni ozarenym pylem
4. Indukce chemickymi latkami - aminokyseliny a jejich
analogy (alanin, metionin)
5. Mezidruhove kriZzeni a eliminace chromozomu
(rod Hordeum, pSenice x kukufrice)
6. Kalusové a suspenzni kultury in vitro
7. Pyloveé a prasnikove kultury in vitro
(tabak, jeCmen, ryze)







3) Mutace



Spontanni mutace a domestikace

Table 1. Spontaneous mutations and domestication of crops.

Mutation that facilitated

Examples of plant
domestication P P

_ . . almonds, lima beans, watermelons, potatoes,
Abolishment of bitterness and toxicity P
egg-plants, cabbages nuts
Abolishment of the need for sexual
reproduction (seedlessness or bananas, grapes, oranges, and pineapples
parthenocarpy)
Loss of natural seed dispersal
mechanism—shattering of pods and peas, wheat, barley
heads
Loss of the hard seed coat and other
T wheat, barley, peas
germination inhibitors (dormancy)
Facility for self-compatible

" rapes, papaya, efc.
hermaphroditism grapes, papay




Indukované mutace a slechténi
Klasicka mutageneze

Cile: Zlepseni vynosu, kvalitativnich vlastnosti — kvalita skrobu,
rezistence k chorobam a Skudcum, suchu, bezsemenné plody
Pres 3000 odriid ruznych druhii rostlin

Figure 3. Distribution of officially released mutant crop varieties reported on the Joint

FAO/TAEA Mutant Varieties Database [42] by crop type and usage.

QOthers Roots and Tubers

Legumes and
¢ 3% \ [ 1%
pulses

14% \

Vegetables

3%
=N

Foralge P

3%

Fibre o Trees (Fruits and
crops Edible oil plants Ornamentals)
2% 3% 3%

M Cereals
M Trees (Fruits and Ornamentals)
m Edible oil plants
W Fibre crops
B Flowers
m Forage
Vegetables
Legumes and pulses
Otkers

Roots and Tubers

Food and Agriculture
Organisation of the United
Nations

International Atomic Ener-

gy Agency



IAEA International Atomic Energy Agency
Viden
FAO/IAEA program
B http://mvgs.iaea.org/

m Databaze mutantnich odriid plodin
http:/ /mvgs.iaca.org/ AboutMutantVarities.aspx




The Role of Induced Mutations in World Food Security

The Number of Mutant Varieties in Different Continents

45_ o8

W Africa B Asia ® Australia & the Pacific ® Europe M Latin America & the Caribean ™ North America

Source: mvgs.iaea.org Figure: 04




The Role of Induced Mutations in World Food Security

Proportion of Various Plan Types

W Food B Feed ® Flower/Ornamental B Industrial

Source: mvgs.iaea.org Figure: 05



Mutageny u rostlin

m Paprsky X, gama, neutrony, UV svétlo
m EMS dodani etylové skupiny ke G, T

zameny na adenin, cytosin
nedochazi k posunu cteciho ramce

zamena v tripletu bazi — zastaveni transkripce, zménény protein, novy

protein

kyselina dusicna — deaminace A, C, efekt jako alkylacni cinidla

L] Transpozony — inaktivace genu, zmeéna proteinu, vetsi
preuspofadani genomu

m Specialni endonukleazy — meganukleazy,
zinkoveé prsty



Praktické vysledky mutacniho

slechténi
Predevsim diploidni druhy

m JeCmen jarni

odruda Pallas — odolna vict poléhani, r. 1956, Svédsko
odriida Mari — kritké stéblo, ranost, r. 1961, Svédsko
odrada Wiensa — odolnost k chorobam, t. 1959, Rakousko
odrada Allasch — odolnost k chorobam, t. 1964, Némecko

odruda Diamant — z odrudy Valticky ozafenim paprsky X,
odolnost proti poléhani, CR

® JeCmen ozimy

odriida Utta — pevné stéblo, odolnost k vyzimovani, r. 1960,
NSR

odrida Penurad — odolnost k vyzimovani, r. 1963, USA



m Oves sety
odrada Florad — odolnost ke rzi, r. 1960, USA

m Hrach sety

odgﬁda Weibull Stral — odolnost k chorobam, r. 1957,
Svédsko

m PSenice seta

P 836 — odolnost k chorobam, r. 1964, Indie

m Len sety
odrida Allan - 2010, EMS, nizky obsah kyseliny

o-linolenové
m Mak sety

odriada Norman — 1997, zména alkaloidového spektra -
thebain



m Repka EMS zvyseni olejové kys. v oleji

B Ryze gama zakrslost, zvyseni vynosu, samci
sterilita

m Slunecnice X zvyseni kys. olejové a palmitové

m Jablon gama zbarveni plodu

m Hrusen gama rezistence k chorobam

m Grapefruit X bezsemennost



Table 4. Some characterized mutant stocks of crops and the host institutions.

Crop

Host institution Reterence

Maize

Arabidopsis

Tomato

Cucurbits
(cucumber, melon,
Cucurbita, and
watermelon)
Rice

Barley and wheat

The Maize Genetics Cooperation Stock Centre, [51]
University of Illinois, Urbana/Champaign, IL, USA
European Arabidopsis Stock Centre (or Nottingham [52]
Arabidopsis Stock Centre, NASC), University of
Nottingham, Sutton Bonington Campus, UK
Arabidopsis Biological Resource Centre, (ABRC) [53]
Ohio State University, OH, USA
CM Rick Tomato Genetics Resource Centre, University of
California at Davis, CA, USA
Cucurbit Genetics Cooperative (CGC)
North Carolina State University Raleigh, NC, USA

The Oryzabase of the National BioResource Project—
Rice National Institute of Genetics, Japan
IR64 Rice Mutant Database of the International Rice
Functional Genomics, International Rice Research
Institute, Manila, Philippines
Plant Functional Genomics Lab., POSTECH BIOTECH
CENTER, San 31 Hyoja-dong, Nam-gu Pohang,
Kyoungbuk, Korea
Barley mutants, Scottish Crop Research Institute, Dundee,
Scotland
Barley and Wheat Genetic Stock of the USDA-ARS
USDA-ARS Cereal Crops Research Unit, Fargo, ND,
USA
Wheat Genetics Resource Center, Kansas State
University, Manhattan, KS, USA
Wheat Genetic Resources Database of the Japanese
National BioResource Project
Pea mutants, John Innes Centre, Norwich, UK




Explantatové kultury ¥
a mutageneze &\ Y ol

Velké populace jedinca pro mutagenesi h- \\Sh%,

Zkraceni Slechténi (bananovnik, brambor: z 5 let1ina 9

mesicl)

Naklonovani jedinct, uzlabni pupeny,
apikalni meristémy, kalusy, prasniky,
mikrospory, somaticka embrya, suspenze [

Druhy vegetativné 1 pohlavné mnozené

Odstranéni chimér (hodne sektorialnich)

Bananovnik, jablon, ananas, datlovnik, brambor, sladke
brambory, kasava, karafiat, chryzantéma, raze, tulipan



Reverzni genetika a slechténi

m TILLING
Nové fenotypy

psenice waxy slozeni skrobu
soja mutace EAD7, 2, 3 vyssi obsah olejové kys.

sorghum mutace COMT ménc¢ ligninu



)
®02° EMS treatment

M, population

Identify individual M,

Grow M, offspring 4=— plants

gel electrophoresis

Phenotypic scoring

DNA, seeds

@ DNA

IRD700 @

denature l IRDS00

: .IIIIIIIIIIIIII denature

PCR with gene J—LU—LLU—LLLLLI.
specific primers  renature l

—- J_I_I_I_I_I_I_I.
endonuclease digest

8% DNA pools

cure I: Mutation screening by genotype: High throughput TILLING




TILLING ryzZe

EMS or Az-MNU

’1,3‘

seed ° .‘.‘.7-

positive pools Mﬂ

2-D 8-fold pools
in 96 - well plate

Li-cor gel images
After seed mutagenesis, chimeric M1 plants are allowed to self-pollinate and a single M2 plant is grown to provide DNA for
mutation discovery and seed for banking. DNAs are pooled eightfold and arrayed in a two-dimensional format on 96-well plates.
After PCR amplification of target genes, heteroduplexes are formed upon heating and annealing, and then digested using crude
celery juice extract containing the CEL I nuclease. Cut strands are separated by denaturing polyacrylamide gel

electrophoresis, and visualized by fluorescence detection using a Li-Cor DNA analyzer. The presence of cut products in two
pools identifies the individual harboring the polymorphism.



TILLING kukufice

¥ Array Ii'hlﬁr-.
H from M, iaﬂ
pumg e

gene-specifie
primers

l denature

gel. scan thoose

»LLLLLL —_— individuals
TTrrnnrnrn

+ L

Fhoto SE,!"' ldentify mutants



TILLING ve Slechténi

Table 5. Some research and development facilities offering TILLING services.

Plant TILLING Facility Reference
The UC Davis TILLING Core, University of
California, Davis, CA, USA

Rice, tomato, Arabidopsis [90]

Metapontum Agrobios Centre, Metaponto di
Tomato [91]
Bernalda, MT, Italy
The Maize TILLING Project, Purdue
University, West Lafayette, IN, USA
Brassica napus CAN-TILL, University of British Columbia, [93]
RevGenUK, John Innes Centre, Norwich
Lotus, Medicago, Brassica rapa Research Park, Colney, Norwich, NR4 7UH, [94]
UK
Seattle TILLING Project, Fred Hutchinson
Arabidopsis Cancer Research Center, North Seattle, WA,
USA
Tomato, Rapeseed, Pea, Medicago and Plant Genomic Research, INRA/CNRS—
Melon URGV, Evry cedex, France

Maize [92]




Transpozony
a retrotranspozony

Kukufice

Ac Ds

exprese genu W
standardni fenotyp

(a) transpozice Ds

v blizkosti gen

(b) transpozice
vgenu W

uWw
Ac

Fragment | ztrata
Y

Ac Ds wW
B S R T R R
ztrata genu W
mutantni fenotyp

Ds

W
/ Ds\
' 5 |
inaktivace exprese W
transpozice Ds mutantni fenotyp
mimo gen W l

Ac Ds w

aktivace exprese W
obnoveni standardniho fenotypu

Centromere

' ' Intercalary tandem repeals' Dispersed tandem repeats

Centromere-associated
tandem repeats

Telomeric and sub-
felomeric repeats

Dispersed Ty1-copia-like
retroelements and microsatellites

LINEs (non-LTR retroelements)

Single and low-copy sequences
including genes




¢ CCDsDsAcAec* X ecDs*Ds*Ac*Ac* ¢

!

Cc DsDs+ Ac+Ac* pigmentace

1/2 Ke DsDs* AcAe+ bezbarvé

skvrny
inaktivace { ’

12zrno c*c Ds*Ds* AcAc* nestabilni
T bezbarvy

Ds zaélenény v C
preména v alelu ¢*




gen RUGOSUS
produkt genu enzym
SBEI (starch

branching enzyme)




Transpozony v genech pallida, nivea

Taml bilé pozadi, Cervené skvrny

Tam?2 bile

Tam3 svétlé pozadi, Cervené skvrny
slonovinové pozadi, Cervené skvrny

Arabidopsis, ryze, tabak, rajce, petunie, len,
mrkev, brambor, s0ja



Retrotranspozony u rostlin

Tabak Tntl pocet kopii 100

Kukurice Tyl copia 100tis. az 85%genomu
Ryze Tosl7/

Bob sety Tyl copia 1mil.

Hrachsety  Ty3 gypsy 5tis.



tos 17
—— N/ A —

Stable retrotransposon

R

tos17

o v A a—)

Activated retrotransposon

tos 17

— N -

Stable retrotransposon Disrupted gene

Fig. 4. Scheme for the generation of f0s17 insertion mutant lines by tissue culture.




utations are permanent changes
in the DMA sequence. Mutations to
the order of the A, T, G, C bases can result
in different wversions of a particular gene.
The different wersions of a gene are called
alleles. One reaton individuals of the same

Wild
Type
Banana

species do not have exactly the same traits is
because they have different alleles.

The color of fruits and vegetables is usually
controlled by more than one gene, and there
may be several alleles for each gene. The first
cultivated carrots came from the area of
Afghanistan and were purple or yellow.

Traders carried them to Europe and the
Mediterranean, where mutations occured
or they were crossed with wild varieties.
This resulted in the orange carrots we are
familiar with. Carrots may be white, yellow,
orange, red, or purple, depending on the
combination of alleles that they inherit.

=T

“Mutant”
Bananas we
eat today.




Budoucnost

m TILLING

m Uplatnéni DNA markera pfi identifikaci a
analyze mutantt (fingerprint - otisk)

m Sekvenovani dalsi generace a charakterizace
mutantu
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