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MUOZEME ODLISIT CESKY MODRY MAK?

Jaroslava OVESNA, Jakub VASEK?, Pavel SVOBODAL, Pavel VEJL?
"Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 2Ceské zemédélska univerzita v Praze

Shrnuti: Mak je polni plodina, ktera se dnes vyuziva v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Je zdrojem cennych latek pro farma-
cii tzv. opiatd. Pro potravinarské vyuziti se péstuji odridy s nizkym obsahem takovych latek. Semena farmaceutickych odriid se pouzi-
vaji k falSovani potravinarskych produktd a nyni jizZ mame nastroj jak je od sebe odlisit a to na zakladé DNA analyz, podobnych jako
napt. pfi zjiStovani paternity u ¢lovéka. Genetické analyzy indikuji specificky geneticky zaklad ¢eskych modrych maku.

Uvod

Mak je jednoleta bylina, kterd se dnes vyuziva
v potravinafském a farmaceutickém prumyslu. Patii
do celedi Papaveraceae a ma tadu ptibuznych dru-
hl. Je zdrojem fady cennych alkaloidl zjm. opiatd,
které se vyuzivaji pro farmaceutickou vyrobu. Ve
sttedomofi a na blizkém vychod¢ se mak péstuje po
tisicileti, kam se rozsitfil ze své domoviny ve vy-
chodni a stfedni Asii. Z téchto zemi se také rozsitilo
jeho vyuziti jako zdroje omamnych psychotropnich
latek.

Struktura genetické informace méaku — geno-
mu byla popsana teprve nedavno. Guo a kol. (2018)
uvedl, Ze velikost genomu opiového maku je 2,72
gigabazi sestavenych do 11 chromozomi. Autor
predpovida, Ze obsahuje vice nez 50 000 gentl, podle
kterych si bunky vyrab&ji potfebné proteiny se sta-
vebni funkci i enzymy. Genom méku méd pomérné
slozitou strukturu, ktera komplikuje analyzy, protoze
prosel béhem evoluce vice ¢aste¢nymi nebo celoge-
nomovymi duplikacemi. Zajimavé je, Ze byl nalezen
komplexni klastr, ktery zahrnuje geny kodujici kli-
cové enzymy metabolické cesty syntézy opiovych
alkaloidti (Guo a kol. 2018).

Tyto alkaloidy se vyskytuji zjm. v latexu.
Z ného se ziskava opium, tj. zaschla §t'ava ziskana z
nezralych makovic. Pro ziskdvani opiati je tieba
dobte sledovat zralost, jelikoz latex z pfili§ mladych
makovic obsahuje nizkou hladinu opiatu, u prilis
zralych se morfin méni na kodein. Opium obsahuje
mnoho pfirodnich alkaloidd, jako je narkotin, papa-
verin, kodein, tebain, morfin, pficemz jejich hladina
a vzijemny pomér zavisi na environmentalnich
podminkach. Tyto opiaty (noskapin ¢i morfin) slouzi
jako zaklad pro vyrobu 1éCiv a patii mezi tzv. benzy-
lizochinolinové alkaloidy (BIA).

Je znamo, ze chemicka syntéza nebo pristupy
syntetické biologie nejsou dosud dostate¢né ucinné a

Metody pro odliSeni genotypu maku

zatim se efektivn€ nevyuzivaji pro vyrobu jakékoliv
latky z podtfidy benzylizochinolinovych alkaloidii
(BIA). Z tohoto divodu farmaceutické firmy stale
pro jejich vyrobu pouzivaji tzv. technicky mak.

Mak je pouzivan zejména pro vyrobu farmak,
ale také pro kulinatrské ticely a v tomto sméru musi
plnit urcité normy co do obsahu opiati. Labanca a
kol. (2018) rozdélila odrady registrované
v evropském katalogu. Registrované odridy maku
v evropském seznamu vedeném Utadem Spolegen-
stvi pro odridy rostlin (CPVO) se déli podle jejich
pouziti na:

e priumyslové (,A1“, ,Alfa“, ,Botond“, ,,Evelin®,
,,Buddha®, ,,Csiki kek®, ,, Kek Gemona“, ,,Medea®,
»Minoan®, , Monako®, ,Nigra*“ a ,,Tebona* z Ma-
d’arska; ,,Extaz”“ z Rumunska; ,,Lazur z Polska;
,Riesenmohn z Némecka),

e kulinarské (,,Aristo”, ,,Florian®, , Josef*, ,,Zeno*,
»Zeno 2002 a ,,Zeta® z Rakouska; ,,Albakomp®,
,2Ametiszt“ a “Kozmosz“ z Mad’arska; ,,Albin® ze
Slovenska); ,,Agat”, ,,Michalko”, ,Mieszko* a
»Przemko* z Polska),

e dualni (,,Bergam®, ,,Gerlach®, ,,Major*, ,,Malsar*,
»Maraton® a ,,Opal*“ ze Slovenska; ,,Edel-Weiss*
z Rakouska, “Kek Duna“ z Mad’arska, ,,Marianne*
a ,,Rosemarie” z Nizozemska, ,,.Sokol* z Ceské re-
publiky, ,,Parmo* z Danska a ,,Rub“ v Polsku).
Dalsi odridy mohou byt uvedeny v narodnich ka-
talozich.

Maky vyuzivané prumyslové se casto che-
mickou cestou zbavuji nadbyteénych alkaloidd.
Chutove je takovy produkt nevalny, ale je podstatné
levngjsi. Tyto maky se proto nelegalné ptidavaji do
komodit a vyrobkti z maku a pfinaseji vysoké zisky
podniklim, které tuto praxi provozuji. Proto je tfeba
trh a spotiebitele chranit a mit postupy, které takové
maky odlisi.

Na trhu se uplatiuji komodity, které pocha-
zeji z porostl registrovanych odrid — kultivart.
Pojem ,,odrida* vymezuje zakon ¢. 219/2003 Sb.,
0 uvadéni do ob¢hu osiva a sadby péstovanych
rostlin a o zméné€ nékterych zakont (zakon o obé-
hu osiva a sadby) § 2. Odrda reprezentuje sou-

bor rostlin, vymezitelny projevem znakd vyplyva-
jicich z urcitého genotypu nebo kombinace geno-
typd, odliSitelny od kazdého jiného souboru rost-
lin. K ovéfovani pravosti lze obecné vyuzivat
rustové charakteristiky, morfologické markéry a
dalsi zemédélsky vyznamné znaky. Ty se zjistuji

-22 -

Makovy ob¢&asnik, sbornik z odbornych seminara, 10. - 13. 2. 2020



béhem vegetace a ptfi hodnoceni sklizenych se-
men. Pouzivaji se tedy zejména pifi hodnoceni
porostil, nicmén¢ pii prodeji komodity (semen a
dalsich produktl) jsou nepraktické a obtizné
uplatnitelné.

Pro hodnoceni méaku jako komodity se Cas-
to pouzivaji chemické analyzy (stanoveni hladiny
opiatli ve vyrobku poptipad¢ dalsich slozek jako
jsou antioxidanty ¢i vitaminy). OdliSeni opraco-
vanych makti pomoci chemometrickych metod
vypracovala VSCHT Praha a uspisilo ho feseni
projektu NAZV. Jednozna¢né se uvadi, ze nej-
presnéjsi postupy pro odliSeni genotypil jsou ty,
které vyuzivaji polymorfismus DNA. Lze uvést
vice typt analyz nukleovych kyselin, nejCastéji se
v soucasné dobé lze setkat s analyzou kratkych
opakujicich se motivii (vzorcl) v fetézci DNA.
Obvykle se pocet opakovani takovychto motivil
mezi genotypy rychle méni, coz odrazi jejich evo-
luci, ale 1 proces Slechténi a selekce. Sada tako-
vych motivil je schopna pfesné identifikovat jed-
notlivé genotypy. Tyto motivy se vyuzivaji pro
evoluéni studie, identifikaci jedincli (napf. pro
stanoveni paternity) a pokud jsou vazany
k vyznamné vlastnosti Ize je vyuzit i jako markeé-
ry. V oblasti identifikace odrid je tento postup
velmi rozsifen a pro nékteré druhy existuji stan-
dardizované postupy. Tento postup se oznacuje
jako analyza délkového polymorfismu kratkych
opakujicich se sekvenci tzv. mikrosateliti (SSR)
(Ovesna a kol. 2014). Ptislusna metoda je velmi
presnd a opakovatelnd. Mezi novinkami, které by
se mohly uplatnit v identifikaci odrad, je sekve-
novani (stanoveni potadi ,pismen” v molekule

DNA), zejména pak sekvenovani nové generace
(tzv. Next Generation Sequencing — NGS). NGS, i
pres svoji vypovidaci schopnost, vSak zatim neni
pouzitelné jako akreditovana metoda v odrddo-
vém zkuSebnictvi.

Vyzkum méku setého ve svété je zaméifen
zejména na studium biosyntetickych drah pro
produkci opiovych alkaloidii. Pouze omezeny
pocet studii nabizi SSR nebo obdobné markéry
pro studium diversity a odliSeni genotypii (Celik a
kol. 2014, Micianova a kol. 2017, Lee a kol.
2011). Zjistili jsme vSak, ze dosud publikované
markéry maji nizkou vypovidaci hodnotu, lokusy
se vyskytuji v n€kolika kopiich v genomu a pro
forenzni aplikace nejsou vhodné.

V ramci feseni projektu NAZV QK 1720263
byl testovan soubor potencialnich SSR lokusl
z vefejnych databazi, ze kterych byly in silico
analyzou eliminovany takové, které nesplnuji
pozadavky kladené na dostate¢né kvalitni marké-
ry. Pro vybrané lokusy byly navrzeny reakce,
které umozni pomnozit odpovidajici sekvence
DNA tzv. polymerazovou feté¢zovou reakci (Va-
Sek a kol. 2020). Jedna se o enzymatickou reakci,
béhem které se zmnozuji vybrané useky DNA,
které je mozné vizualizovat a porovnat jejich veli-
kost. Na zakladé srovnani délkovych rozdili vy-
branych SSR lokusti mezi jednotlivymi odridami
je mozné odridy od sebe jednoznacné odlisit.
Soubor takovych lokust odlisSnych délek je mozné
povazovat za SSR markéry. Tyto SSR markéry se
obvykle vyhodnocuji v laboratofich, které pracuji
s technikami molekularni biologie.

Postup pro odliSeni odriud maku pomoci SSR analyz

Pro analyzu mikrosateliti se molekula
DNA izoluje z rostlinného materialu at’ jiz listl,
semen, nebo i zpracovanych vyrobki. K vyhodam
SSR analyz patti schopnost mnozit useky DNA i
z vysoce poskozenych (zpracovanych materiali),
protoze systém, ktery se vyuziva, je schopen pra-
covat i s degradovanou DNA. Metod izolace je
cela tada, nékteré jsou vhodné pro listy, jiné se-
mena nebo procesované materidly a komplexni
smesi (pekaiské vyrobky). Ziskana DNA musi byt
dostate¢né kvalitni a zbavena necistot (sacharidi,
bunécnych proteind nebo pigmentti). Pro mnozeni
specifickych usekli jsou vyuzivany specialni en-
zymy (tzv. Taq polymerazy) a k jejich detekci
fluorescencni znacky. Vzorky se pak hodnoti ve
specidlnim zafizeni, které se oznacuje jako kapi-
larni elektroforéza. Vysledek je generovan jako
tzv. elektroforetogram a pfitomnost signalu je
signalizovana ve formé vrcholku — piku (obr. 1).

Je zfejmé, Ze poloha (tedy délka) signalu se
urtiznych odrid lisi. Tento fakt umoziuje jejich
vyhodnoceni, ztotoznéni s ur¢itou odridou a vza-
jemné odliSeni. Celkovy postup je znazornén na
obr. 2.

Obr. 1: Priklad odlisnych délek SSR lokusii u 2
odliSnych odrid (2 opakovani kazdé)

A ————————;,
Marker1 | Marker2 T Markers
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Obr. 2 : Prehled postupu zpracovani vzorkii a jejich
hodnoceni po analyze.
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Kdo muze navrZené postupy vyuzivat

Vhodny soubor SSR markérti miize odridy
odlisit a také ukazat na jejich vzajemné vztahy ve
formé tzv. dendrogramu, ktery ukazuje genetické
vzdalenosti mezi nimi. Takové porovnani muze
pomoci orientaci Slechtiteldl v jejich dalSim smé-
fovani.

Byl pfipraven efektivni néstroj pro identi-
fikaci odrid a genotypi maku. Pro vyzkumné
ucely mohou tento postup pouzivat laboratofe
vysokych Skol, vyzkumnych ustava i Slechtitelé
ve svych laboratofich. Pro zkusebni ucely je tfeba
tyto postupy verifikovat, validovat a zavést je
v podobé tzv. akreditované zkousky v laborato-
fich, které jsou provéteny Ceskym institutem pro
akreditaci podle ISO standardu. Takova laboratof

Pouzité zdroje

— VURV v.v.i. Praha se t&astnila i valida¢ni stu-
die.

Je ptipraven vzornik délek SSR lokust pro
jednotlivé odrudy, ktery bude dale rozSifovan a
upfesiiovan. Bude validovan postup ve formé
multiplexu, ktery znacné zlevni a urychli celé
stanoventi.
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