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Summary:

This certified method enables early sex determination in Nepenthes plants. Nepenthes is a carnivorous
plant genus covering 170 botanical species, many of which can be hybridized to produce attractive
ornamental plants. Since the plants reach the reproductive stage after 5 or many more years, it is
important to know the sexes of individual plants as early as possible for the breeders. The method for
sex determination is based on the findings of Scharmann et al. (2017). It is independent of using
commercial DNA extraction kits compared to the original protocol. The method reduces the required
amount of plant tissue for sampling to only 10-15 mg. It is also optimized for hybrid genotypes testing.
Use of the method is universal for greenhouse-grown specimens as well as in-vitro grown plantlets.
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Uvod:

Lackovky (Nepenthes) jsou tropické masozravé rostliny, které jsou predmétem zajmu jak
specializovanych sbératell, tak pro sv(j netradicni vzhled také nezanedbatelnou komoditou
v okrasném zahradnictvi. Rod ¢itad v soucasné dobé 170 uznanych druhl (Ellison & Adamec 2018).
Sbératelsky nejzadanéjsi a téZ okrasné nejatraktivnéjsi zastupci lackovek jsou vsak zpravidla kultivacné
narocné rostliny, které vyzaduji vysokou vzdusnou vlhkost, pomérné vyraznou ozarenost a bud velmi
vysoké teploty nebo naopak chladné vysokohorské klima. Druhy ekologicky plastické a diky tomu také
kultivacné vdécné jsou vSak zpravidla vzhledové fadni. Zahradnicky trh si proto zada nové kultivary,
které by spojovaly atraktivni vzhled, vitalni rlst a co nejnizsi naroky na péstebni podminky jak
v produkénich zahradnictvich, tak u koncovych zadkaznik(. Kvalitnich kultivar(, které by tyto vsestranné
pozadavky spliovaly je zatim kdispozici velmi malo. Presné planované Slechténi lackovek je
komplikovano nejen specifickymi poZzadavky vychozich druh, ale také dvoudomou povahou rostlin,
kdy je dilem vylozené nahody, zda se podafi dovést do kvétu dva exempldre poskytujici kyzené
vlastnosti a aby byly zaroven opaéného pohlavi. Moznost urceni pohlavi u rostlin v juvenilnim stadiu
by pomohlo zacilit na vybrané jedince s kyzenym pohlavim, tak aby v pfipadé dosazeni reprodukéni
dospélosti bylo zarucené uspésné opylovani a vznik Zddaného potomstva.

MozZnost kontrolované selekce pohlavi mlze byt podstatnad také pro zachranné programy.
Nékteré druhy lackovek jsou v pfirodé ohrozeny vyhynutim. Casto se jedna o stenoendemické druhy,
vyskytuji se na malém Uzemi. Nepocetné populace takovych endemit( jsou pak snadno zranitelné —
jsou velmi citlivé vici zasahlm do ekosystémi (vypalovani destnych lesll) nebo sbéru péstiteli Ci
mistnimi pytlaky. Jednim z takovych pfipad( je situace Nepenthes clipeata, ktera byla v pfirodé témér
vysbirdna az do poétu méné nei 5 prezivsich jedincG. Nasledné byl otevien zachranny program
(www.arkoflife.net) zastitény mimo jiné botanickou zahradou v Leidenu (NL). Shromazdéna populacni
skupina N. clipeata ¢itala 12 klon(. Pozdéji se ale ukazalo, Ze vSech 12 individualné vedenych linii jsou
samciho pohlavi a celd skupina je tak neschopna generativni reprodukce. Podobné situaci mze
predkladana metodika zabranit.

Cil metodiky:

Cilem metodiky je vytvofit protokol umozZniujici determinaci pohlavi u [dckovek nezdvisle na komerénim
kitu, jehoz dlouhodoba dostupnost neni garantovana, tj. sestavit protokol vyuZivajici bézné dostupné
laboratorni chemikalie. Dalsim cilem je optimalizace postupu tak, aby bylo potfeba co nejmensi
mnozstvi rostlinného materidlu, coz umozni selekci pohlavi jiz u pomérné malych semenackl. Tim se
uzivateli snizi ndklady na jejich pfedchozi kultivaci a zaroven zefektivni management cilové kultivace
(dlouhodobé jsou péstovany pouze klony kyZzeného pohlavi; zvyseni efektivity Slechténi atd.). Metodika
musi byt univerzalné pouzitelna jak pro botanické druhy, tak pro hybridni genotypy. Vedlejsim cilem je
nastaveni protokolu tak, aby byl pouZitelny jak pro in-vitro materidl, tak pro stanoveni pohlavi u
vzrostlych exemplara ze sklenikovych kultur, které v nékterych pfipadech kvetou aZz po mnoha letech.



Popis metodiky:

Test pohlavi u lackovek je zaloZen na amplifikaci Useku ortologu AtDYT1. Vzorky jedincd samciho
pohlavi poskytuji PCR produkt o velikosti pfiblizné 280-290 bp. Vzorky ze samicich jedincl tento
produkt neposkytuji. Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyl popsan specificky samiéi marker, je zafazena
technicka kontrola v podobé amplifikace Useku mitochondridlni cytochrom oxiddzy 1 (COX1, Cho et al.
1998). Tato reakce poskytuje produkt o velikosti 600-700 bp vidy. Pokud je amplifikace COX1 pozitivni
a pohlavniho markeru negativni, Ize usuzovat, Ze vychozi vzorek je samice. V ptipadé, zZe se nezdafi ani
amplifikace COX1, je tfeba hledat technickou chybu, viz nize.

Extrakce DNA:

1.

10.
11.

12.

13.

Pro extrakci DNA vychdazime z listovych pletiv. Vzorky by mély byt odebirany z mladych list(,
které nesmi vykazovat znamky poskozeni nebo jinych fyziologickych poruch (takova pletiva
obsahuji zvySené mnoiZstvi sekundarnich metabolitl). Velikost vzorku je standardizovana na
10 - 15 mg. V pfipadé dostatecného mnoistvi materidlu lze vychazet z dvojnasobného
mnozstvi materialu (20 — 30 mg), extrakci provadét ve dvojndsobnych objemech, coz pfindsi
snadné;jsi manipulaci se vzorky.

Vzorky jsou umistény do 2ml mikrozkumavek zn. Eppendorf opatifenych zamkem vicka
spolecné se dvéma nerezovymi kulickami, hluboko zmrazeny tekutym dusikem a nasledné
homogenizovany pomoci kulickového homogenizatoru.

Ke zmrzlému homogenizovanému vzorku je pridano 150 ul extrakéniho pufru (popis viz nize) a
vzorky jsou i s pufrem ruéné protrepany.

Ke vzorku je pfidano 150 ul chloroformu a celd smés je 1 minutu intenzivné vortexovana.
Tekutd smés je pfenesena do nové mikrozkumavky — standardni 1,5ml kénicka. Pozn. Tento
krok je zafazen pro snadnéjsi manipulaci se supernatantem v kroku 7. V pfipadé, Ze je
k dispozici dostatek materidlu (krok 1), Ize extrakci provadét s dvojndasobnym mnoZstvim ve
dvojndsobnych objemech a tento krok (5) je pak mozné vynechat.

Centrifugace 3 minuty pfi 12 000 g. Mezitim pfipraveny popsané mikrozkumavky na dalsi krok.
100 pl horni faze je opatrné a bez kontaminaci mezivrstvou ¢i spodni fazi pfeneseno do nové
mikrozkumavky

Pfidano 100 pul vymraZeného isopropanolu

Centrifugace 5 minut pfi 12 000 g. Supernatant odstranén

Usazend peleta obsahujici DNA 2x promyta 500 ul 70% ethanolu.

Po druhém promyti je ethanol bezezbytku odstranén a vzorky vysuSeny prostou ventilaci za
laboratornich podminek. Je tfeba dbat, aby nedoslo k vyraznému dlouhodobému presuseni
vzork(, které komplikuje nasledné rozpousténi DNA.

DNA rozpusténa v 50 pl dH;0. Pro lepsi rozpusténi genomové DNA Ize doporucit inkubaci
vzorkd 10 min pti 65°C.

Koncentrace DNA ve vzorcich je zméfena pomoci spektrometru / nanodropu a normalizovana
na koncentraci 10 ng/ul. Ukazatel Cistoty — pomér absorbance 260/280nm by nemél byt nizsi
nez 1,6. Pod touto hodnotou jiZ zpravidla kontaminanty blokuji vlastni testovaci PCR reakci. P¥i
vySe popsaném postupu je zpravidla dosahovano hodnot 1,8 - 2,0



Extrakéni pufr:

Slozka koncentrace navazka na 100 ml roztoku
Tris-HCL (pH 7,5) 200 mM 3,15¢
NaCl 250 mM 1,45¢g
EDTA 25 mM 0,073 g
SDS 17,3 mM 0,5g
PVP 5% 5g
sorbitol 175 mM 3,19g
PCR:

Slozeni reakce (30ul)

0,9 ul DNA templat (10 ng/ul)

1+1 ul primery (forward + reverse; 10 mM)
1 ul dNTPs (10 mM)

3 ul MgCl (25 mM)

3 ul pufr pro dreamTaq polymerdazu (10x )
20 ul dH,0

0,1 pl dreamTaq polymerdza

Program PCR:

Iniciacni zahFati: 95 °C 2 min.

1. denaturace 95°C30s.

2. annealing 50 °C 30 s.

3. polymerace 72 °C 1 min.

4. opakovani krok( 1.-3. 35x

terminace 72 °C 5 min -> vzorky zchlazeny na 4 °C

Primery a technicka kontrola:

Pohlavni marker (ortolog AtDYT1):
Forward: AATTCACTGATTCGGATCACG
Reverse: CGATCGCGTCGCAAAGTATG
Technicka kontrola (mitochondrialni cytochrom oxidaza 1):
Forward: GGAGGAGTTGATTTAGC
Reverse: AAGGCTGGAGGGCTTTGTAC

Nejcastéjsi komplikace a jeji feseni:

Nejpravdépodobnéjsi komplikaci testu je pretrvavajici kontaminace DNA vzorku sekundarnimi
metabolity z vychozich pletiv. Tato situace mize vzniknout zejména v pfipadé, Ze vychozi rostliny byly
néjakym zplsobem vyznamné stresovany. Béhem optimalizace metody bylo zjisténo, Ze vlastni PCR
reakce poskytuje spolehlivé vysledky pti vychozim mnozstvi templatu 5 — 20 ng DNA ziskané vyse
popsanym protokolem. Optimalni mnoZstvi se zdd byt 8 - 10 ng pfi 35 cyklech PCR. V pfipadé, Ze
kontrolni reakce neposkytne produkt COX, Ize doporucit snizit mnoZstvi templatu na 5 ng a zvysit pocet
cykl( PCR reakce na 40.
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Srovnani ,,novosti postupi“ oproti ptivodni metodice:

Prvni publikace naznacujici objev genetického pohlavniho markeru u [ackovek publikovali Sudmoon a
kol. (2007). Tato studie vSak byla zjevné zalozena na pfilis malém vzorku, a proto navrZena metodika
nebyla univerzalné pouzitelna (zkouseno v nasi laboratofi).

Pfedklddand metoda je zaloZena na vysledcich prace Scharmanna a kol. (2017). Pohlavni marker
popsany v této publikaci vychazi z velmi Siroké studie transkriptomu lackovek a byl pivodnimi autory
otestovan na Sirokém souboru jedincl naleZejicich k22 rGznym druhdm. Autofi jak v citované
publikaci, tak v osobni komunikaci uvadéji, Ze se jim nedafilo ziskat DNA extrakty vhodné pro dalsi PCR
jinak neZ jednim konkrétnim komerénim kitem. Jeho dlouhodobd dostupnost pochopitelné neni
garantovana. Prvni inovaci prfedkladané metody je proto extrakce DNA z list( lackovek zaloZena na
bézné dostupnych chemikaliich. Zatimco plivodni publikovany protokol vychazel z 50 mg rostlinného
pletiva, ndmi vyvinuty postup extrakce umoznil nastavit podminky pro snizeni pozadovaného vzorku
azna10-15 mg. Tato druhd inovace umoznuje selekci pohlavi jiz u semenackl o priméru listové rliZice
kolem 10 - 15 mm. Takova velikost semenacll je dosazena o fadu mésicl dfive nez velikost rostlin
umoziujici odbér 50mg vzorkl. Tim se zasadné snizuji naklady na predchozi kultivaci, zejména pfi
kultivaci in-vitro, ktera je nejpouzivanéjsi technikou mnozeni lackovek. Treti Upravou plvodniho
protokolu je optimalizace pro hybridni genotypy. Pvodné publikovany protokol popisuje simultanni
amplifikaci pohlavniho markeru a kontrolni COX1 v jedné PCR reakci za soucasného pouziti 2x2
primer(. Sekvencni podobnost amplifikovanych Usekd neni u la¢kovek pravdépodobné upiné dokonala
a proto kombinace 4 primerd a 4 rlznych templatl v jedné PCR reakci heterozygotnich vzorki
poskytovala velmi variabilni a téZko interpretovatelné vysledky. Z tohoto divodu doporudujeme
provadét amplifikaci pohlavniho markeru (DYT1) a kontrolni COX1 v oddélenych reakcich, tedy pouze
s pfislusnym parem primert. Vtomto uspofadani jsou vysledky naprosto reprodukovatelné a
jednoznacné interpretovatelné u vsech testovanych hybridnich (i botanickych) genotypUl. Predlozeny
inovovany protokol byl Uspésné otestovan na 45 rGznych genotypech (druhy / hybridy) s fenotypové
zndmym pohlavim. Byly testovany vzorky z rostlin napéstovanych in-vitro ve tfech riznych kultivacnich
mistnostech dvou laboratofi a téZ na rostlinach napéstovanych ve tfech rliznych sklenicich. Lze se proto
domnivat, Ze protokol je dobfe univerzalné pouzitelny.

Popis uplatnéni Certifikované metodiky:

Predkladana metodika nachazi uplatnéni predevsim u komercnich péstiren zabyvajicich se mnoZenim
lackovek. Velmi efektivni je vybér pohlavi u malych semenack, které byvaji zdkladem dlouhodobé in-
vitro mnoZenych linii. Péstitel tak mize cilené mnozit, ptipadné inzerovat rostliny zndmého pohlavi, a
to jesté dfive, nez zastupci dané linie fyziologicky vykvetou. DalSim pfesahem je selekce pohlavi pro
péstirny aktivné se zabyvajici Slechténim lackovek. Dosud bylo designovani komplexnéjsiho kfizeni
lackovek limitovano ndhodou, zda se v dalSich generacich podafi sestavit pohlavni par kyZenych
genotypl. Diky predkladané metodice je mozné velmi brzy u vychozich genotypl vyselektovat obé
pohlavi a vybrané rostliny dopéstovat do reprodukéni zralosti zcela cilené.

Druhym vyuZitim metodiky jsou zachranné programy ohrozenych druhl la¢kovek. Diky predkladané
metodice je mozné kontrolovat zastoupeni obou pohlavi v kultivovanych skupinach a zajistit tak
moznost generativni reprodukce vymienim ohrozenych druhd.



Ekonomické aspekty:

Popsanou metodu Ize provadét v jakékoliv zakladné vybavené molekuldrné-biologické laboratofi (PCR
cykler, centrifuga, spektrofotometr, sada pipet, elektroforéza a zarizeni pro jeji interpretaci). Prislusné
vybaveni lze pofidit v zavislosti na cenové nabidce v fadu 150 - 200 tis. K¢.

Cena zpracovani jednoho vzorku (extrakce DNA + PCR reakce) se diky optimalizovanému postupu
extrakce DNA sniZuje ze 135 K¢ (v pfipadé pouZziti komeréniho kitu) na 75 K¢. Uvedené cenové kalkulace
jsou orientacni (x20%) a zavisi na aktualni cenové nabidce dodavanych chemikalii a laboratorniho
plastu.

Pfedklddand metodika umoZiuje pohlavné tfidit semendce lackovek v mnohem mensi velikosti nez
plvodné publikovany protokol (Scharmann et al. 2017). Nejcastéji pouzivany postup vysevi lackovek
je metoda in-vitro. Diky nové metodice je mozné urcit pohlavi u takto péstovanych rostlin o 5 — 10
mésicl drive v zavislosti na rychlosti ristu testovanych genotypl. Novy postup urceni pohlavi proto
uzivateli usetfi naklady na in-vitro kultivaci nezbytnou pred vybérem jedincl pro dalsi mnoZeni. Tyto
naklady je tézké vycislit, zalezi na rychlosti ristu prislusného genotypu, a predevsim na konkrétnim
kultivaénim zafizeni.
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