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Suhrn

PSenica siata (Triticum aestivum L.) je jednou z najdolezitejSich plodin na svete, preto
je predmetom mnohych cytogenetickych, genetickych a $lachtitel'skych  Stadii.
Jej allohexaploidny gendém (2n = 6x = 42, AABBDD) sice poskytuje vel'ka mieru flexibility
so schopnostou prisposobovat’ sa Sirokému rozsahu podmienok, no schopnost
homoeolognych chromozémov sa vzajomne kompenzovat komplikuje Studium dedi¢nosti
znakov a Slachtenia. Jednou z moznosti znizenia komplexity pSeni¢ného genomu, v dosledku
relativne dobre zachovanej synténie poradia génov, je vyuzit ako model pribuzny diploidny
druh.

PSenica jednozrnova (Triticum monococcum L.), blizky diploidny pribuzny donora
A genému kultivovanych pSenic, je idedlnym modelom pre genetické mapovanie
a klonovanie. Vzhl'adom k tomu, Ze jej domestikacia prebiehala nezavisle od hexaploidnej
pSenice, si pSenica jednozrnova zachovala geneticku diverzitu, ktord méze byt v sticasnosti
pouzita na obohatenie gendmu pSenice siatej.

Predlozena praca sa sklada z teoretickej a praktickej Casti. Prva polovica teoretickej
Casti je zamerand na obilniny, najmi na pSenicu jednozrnovu, ako objekt mdjho Studia.
V druhej polovici je predostretd podstata mapovania gendému s prehladom a vyuzitim
molekularnych markrov. Cielom praktickej casti prace bolo zamapovanim dalSich DNA
markov zahustit’ existujucu vézbova mapu 7. monococcum L. a na dopestovanej RIL
mapovacej populdcii 7. monococcum L. generacie Fyy previest kontrolny genotyping
anasledne fenotypovanie vybratych agronomicky a morfologicky dodlezitych znakov.
Zozbierané a spracované data z roku 2010 boli pouzité na zamapovanie a nasledné overenie
polohy lokusov detekovanych na zéklade fenotypovanych tdajov z predchadzajicej sezony
2009. Udaje z oboch sezén potvrdili poziciu dvoch lokusov, pre priemernti hmotnost’ zrna na
chromozome 2A™ a pre chlpatost’ listov na chromozéme 3A™. Taktiez bol rozsireny pocet
fenotypovanych znakov a identifikovanych lokusov na mape 7. monococcum L. o hustotu
klasu (2A™) a pocet odnozi u rastliny (1A™, 4A™, 6A™), ¢im bolo celkovo zamapovanych 15

QTLs.



Summary

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important crops in the world,
therefore it is a subject of many cytogenetic, genetic and breeding studies. Although its
allohexaploid genome (2n = 6x = 42, AABBDD) provides enormous flexibility with ability
to adapt to awide range of conditions, competence of homoeologous chromosomes
to compensate (make up) for each other complicates studying the heritability and breeding
traits. One way of decreasing the complexity of wheat genome is the use of related diploid
species as a model due to its relatively well-conserved syntheny in sequence.

Einkorn wheat (Triticum monococcum L.) is a close diploid relative to a donor
of A genome for cultivated wheats. This wheat is an ideal model for genetic mapping
and cloning. The domestication of einkorn wheat was independent from hexaploid wheat. In
this matter the einkorn wheat could be used for enrichment of hexaploid genome due to its
genetic diversity.

This thesis consists of theoretical and practical part. The first half of the theoretical
section is focused on crops, mainly einkorn wheat that was the object of my study. Second
part of the theoretical section includes the basis of genome mapping, an overview
of molecular markers and their utilization. The aim of the practical part was to saturate
existing linkage map of 7. monococcum L. through mapping of additional DNA markers,
and perform phenotyping of selected agronomic and morfological traits on the T.
monococcum L. RIL mapping population. Collected and processed phenotypic data of 2010
season were used for mapping and validation of loci detection from phenotyped data of
previous season 2009. Data from both seasons confirmed location of two loci, the thousand
grain weight on chromosome 2A™ and the hairy leaf on chromosome 3A™. Also, number of
phenotyped traits and identificated loci was expanded to the spikle density (2A™) and the
tiller number (1A™, 4A™, 6A™) on the map T. monococcum L. Overall 15 QTLs were mapped.



Rada by som pod’akovala Mgr. Miroslavovi Valarikovi, Ph.D. za jeho cas, trpezlivost’
a odborné rady, ktoré mi poskytol pri spracovani mojej diplomovej prace. Dalej by som
chcela podakovat’ Ing. Tiborovi SedlaCkovi, za Statistické analyzy zo zozbieranych dat
a kolektivu pracovnikov a $tudentom z UEB v Olomouci, najmid Mgr. Barbore Klocovej,
za pomoc pri priprave pol'ného experimentu a fenotypizécii rastlin. Taktiez d’akujem Centru
regionu Hand pro biotechnologicky a zemé&délsky vyzkum Ustavu experimentalni botaniky
AV CR, v. v. i. (projekt &.: CZ.1.05/2.1.00/01.0007) za poskytnutie podmienok k prevedeniu

diplomove;j prace.



OBSAH

4428

L. UVOD e 9
2. LITERARNY PREHEAD .....coiiiimiiiriiniiieeiseessseesssssssssssse s esesessesees 10
2.1 ODIININY ..ttt ettt ettt e et e st e et e e e abeenbeessseensaesnbeenseennns 10
2.2 PSenica (TFItiCUM L) c..ueeeeeiieiee ettt e e e e aae e s 11
2.3 PSenica jednozrnova (Triticum monococcum L.) ......cccocecveeecieeeccieeeiiieecieeeieeeenn 16
2.4 Mapovanie genomu, VAZDOVA MAPA .......ccveeerieeriiiieeiieeeieeesieeesieeeeveeeeeeeenneesveees 17
2.5  Mapovacie populdcie pre VAZbOVE MaAPOVANIC........cevueeevieriieeieeriieeieeiieeieenieennens 18
2.6 Geneticke MATKIY ....cc.ooiiiiiiiiiieee et 20
2.6.1 DATrT markry (Diversity arrays technology) .......cccceeveevciieenieeeniieeciee e, 21
2.6.2 SNP markry (Single Nucleotide Polymorphisms).........cccceceveeeviienciienciieennnnn. 24
2.6.3 SSR markry (Simple Sequence Repeats)..........cceevuieiiiniiinieniieiiecieeiieeee 25
2.6.4 CAPS markry (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) .........c..ccceeeueennee. 25
2.6.5 STS markry (Sequence-Tagged Site) .......cevvuvreriiieriieeiieeee e 26
2.6.6 IRAP markry (Inter-Retrotranspozon Amplified Polymorphism).................... 27
2.7  Vyuzitie molekularnych markrov..........coccieiiiiiiiiiiiniiiieeeeee e 28
2.8  Lokusy ovplyviiujuce kvantitativne znaky (Quantitative Trait Loci, QTLs) ........... 29
2.9 VYN0S PSCIIICE ... eeeiirieeeieeeiiieeitteeeitteeeiteeeeteeesteeessseeessseeessseeessseeessseeessseessseeessseesnnses 30
2.10  Ochlpenie listov psSenice (pubescence, hairy leaf)...........cccoeevvvieeiiieiiiieeieeceeee, 31
CIELE PRACE ...ttt 33

4. MATERIAL A METODIKA .....oovvtmriirimeireeisessssesesesessesssesssssses s ssessssssssssssssssenas 34
4.1 Bi0ologicky Material ..........c.coooiiiiiiiieiiee e 34
4.2 ChemiKalie @ TOZEOKY .....ieiuiiiiiieeeiie ettt ettt sve e et e e taeeeeaeeennaeeesnaeesnneees 34
4.3 PriStrojovEe VYDAVENIE .....ccuviiiieiiieiieciieeieee ettt ettt et s 36
4.4 MEOAIKA. ...eiiiiiiiieeie ettt st 36
4.4.1 Zalozenie poImeho POKUSU ......c.eeeeiiiiiiiicciie e 36
442 Vysokovykonnd extrakcia DNA.........ccoooiiiiieiiiiecie e 37
443 Agardzova gélova elektroforéza a vizualizacia DNA ........ccccccoevviieiieniienenne, 37
4.4.4 Polymerazova retazova reakcia (PCR) .......cccoviieiiiniiiieieeece e 38
4.4.5 Nedenaturujuca polyakrylamidova gélova elektroforéza............cccvveennnnnnenn. 38
4.4.6 Doplnenie geneticke] MapY ......ccecveeeiiieeiiiecieeciee et 39
4.4.7 FENOLYPOVANIC ......eiiiieiieeiiee ettt et 40

ANALYZA QTLS ittt 44



449 POUZILE PrOGIAMY ....c.viiiiiiiiieiieeieecie ettt ettt e eaae e e e 44

5. VYSLEDKY ..ot snas e 45
51 ANAIYZA QTL oo 45
5.2 Molekularne markry pre zahustenie 7. monococcum L. mapy........ccceeeveeeerveennnenn. 56
53 Genetickd VAZDOVA MAPA ........ceiuiiiiieiieiie ettt ettt 57

6. DISKUSIA ..o ena e snsanes 63

To ZAVER ..ottt 70

8. LITERATURA ....oooviiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 71

9.  ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV .......ccocooivereeeeeeeeeeeeeseeees 81



1. UVOD

PSenica patri medzi vyznamné pol'nohospodarske plodiny. Vd’aka vysokej vyzivovej
hodnote, nenarocnym podmienkam na pestovanie, jednoduchej skladovatelnosti a dlhej
trvanlivosti zfn, sa stala najrozsirenejSou obilninou na svete. Pouziva sa na kifmenie zvierat,
ako potravina z ktorej sa vyrdba chlieb, pecivo, suSienky, cestoviny a v priemysle nasla
vyuzitie napriklad pri vyrobe liehu, Skrobu, piva.

S rasticou spotrebou tejto obilniny je potrebné bud zvysit rozlohu pestovania
alebo jej vynos. Vzhladom k obmedzenému mnozstvu osevnych ploch, zvySujucemu
sa zal'udneniu planéty a pritomnosti biotickych i abiotickych stresov, je jedinym moznym
rieSenim znasobenie vynosu pSenice pomocou Sl'achtenia.

PSenica siata (7riticum aestivum) je allohexaploidny druh stromi homoeolognymi
genémami (AABBDD). Velkost genomu (17 Gb) a jeho zlozenie na jednej strane poskytuju
schopnost’ prisposobovat’ sa Sirokému rozpitiu podmienok, avSak komplexita gendému
je hlavnou prekazkou jeho detailného Studia. Preto sa pri Slachteni pSenice vyuzivaju
pribuzné diploidné druhy pSenic s menSim gendémom, u ktorych je relativne dobre zachovana
synténia poradia génov. Diploidné pSenica jednozrnova (Triticum monococcum L.) sa vd’aka
dostupnosti kultivovanych a divokych foriem, astym spojenou velkou mierou diverzity,

stala idedlnym modelom pre genetické mapovanie a klonovanie délezitych génov.



2. LITERARNY PREHI’AD

2.1 Obilniny

Pociatok pol'nohospodarstva sa datuje do obdobia pred vyse 10 000 rokmi, kedy sa
jednou z hlavnych zloziek potravy stali prave obilniny. Vd’aka ich nutri¢nej hodnote, relativne
vysokym vynosom, bezproblémovému uskladiiovaniu a preprave, bol zahdjeny proces
domestifikacie (Hopf et Zohary, 2000). NajstarSi farmari sveta tak prispeli k rozsireniu

rozsiahlej botanickej skupiny 7Triticeae (Tabulka €.1).

Tabul’ka ¢.1: Zaradenie tribusu Triticeae do taxonomického systému a jeho vybrani
zastupcovia (www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi, Cervenka et al., 1978)

Taxonomické kategorie

Risa Rastliny
(Plantae)
Oddelenie Krytosemenné rastliny
(Magnoliophyta)
Trieda Jednokli¢nolistové
(Liliopsida)
Rad Lipnicotvaré
(Poales)
Celad’ Lipnicovité = travy

(Poaceae = Gramineae)

Tribus Triticeae
Rod ja¢men (Hordeum L.)
kukurica (Zea L.)

ovos (Avena L.)
pSenica (Triticum L.)
raz (Secale L.)
ryza (Oryza L.)
tritikale (Triticosecale Wittmack)

Tribus Triticeae je roznorodou skupinou rastlin. Medzi najznamejsich zastupcov patri
ryza, pSenica, kukurica, jacmen, raz ¢i ovos. Tieto plodiny su zdrojom potravinovej produkcie
pre vicsinu ludskej populécie. Ich zrna obsahuji Skrob, lepok, lipidy, proteiny a d’alSie
nutricné latky s vysokou vyzivovou hodnotu. Su dolezitym zdrojom potravy pre l'udi

1 zvieratd (Hopf et Zohary, 2000, Ware et Stein, 2003).
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V sucasnosti sa zastupcovia spominaného tribusu podiel'aji vySe tretinovym podielom
na svetovej produkcii obilnin (Feuillet et al., 2007). V eurdpskej spotrebe maji vSak najvicsie
zastipenie prave plodiny rodu Triticum L. NajvyznamnejSim zastupcom je pSenica siata
(Triticum aestivum L.), vyuzivana najmd pri vyrobe chleba a suSienok, pSenica tvrda
(Triticum durum Dest.), vd’aka nizkemu podielu lepku idedlna na vyrobu cestovin a pSenice
Spaldova (Triticum spelta L.), pouzivana pre vysoky obsah proteinov a vlakniny v raciondlne;j
a Specialnej vyzive.

Vzhl'adom na polnohospodarsku délezitost’ rodu Triticum L., doSlo v priebehu
poslednych 100 rokov k zintenzivneniu §l'achtenia rastlin najma v oblasti vynosu a kvality.
Intenzivne $lachtenie je vSak spojené s redukciou genetickej diverzity v rdmci genetickych
zdrojov rastlin. VnaSanie novych génov z geneticky vzdialenych zdrojov ma obycajne
za nasledok neziaduci geneticky drift. Pre intenzivne Slachtenie, s efektivnym vyuzitim
génoveho potencialu obilnin a pribuznych druhov, je nevyhnutné detailne poznat’ Struktiru
genoému obilnin. STachtitelia tak budi moct’ pouzitim vhodnych alel, génov alebo génovych
komplexov jednoduhSie vyvijat odrody svyS§im vynosom a slepSou schopnostou
prisposobit’ sa zmenam prostredia (Keller er Feuillet, 2000, Ware ef Stein, 2003, Feuillet et
al.,2007).

2.2 PSenica (Triticum L.)

Pojem ,,pSenica®“ je pouzivany na popisanie viacerych pribuznych obilnin. Diverzita
medzi jednotlivymi druhmi pSenice sa prejavuje nielen v stupni ploidie, ale aj v schopnosti
prisposobit’ sa roznym typom pdd a klimatickym podmienkam Tieto vyhodné vlastnosti
boli vytvorené vd’aka anatomii rastlin, mechanizmu ich reprodukcie a genetickej variabilite
(Keller et Feuillet, 2000, Feuillet et al., 2007).

Rastlinny rod Triticum L. je zastipeny diploidnymi, tetraploidnymi aj hexaploidnymi
jedincami (Tabulka &.2). Stadium fylogenetickej pribuznosti psenice medzi diploidnymi
a polyploidnymi druhmi bolo zamerané na identifikaciu donorov Ciastkovych genomov
a vyskum ich druhovej Specifity (Golovnina et al., 2009).

Kazdy druh z rodu Triticum L. mdze byt, vo vztahu ku kultivovanym druhom,
zaCleneny do urcitej skupiny. V zavislosti od miery genetickej pribuznosti, su genetické
zdroje delené do 3 skupin: primarny, sekundarny a terciarny geneticky zdroj (Feuillet et al.,

2007).
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Bolo zistené, ze primarnym genetickym zdrojom st druhy divoké a skorSie
domestifikované, ktoré st schopné hybridizovat priamo s kultivovanymi typmi.
Ich chromozoémy st homologne ku kultivovanym typom a obecne maju moznost’ zucasiiovat
sa homoldgnej rekombinacie. T4 moze byt vyuzita pri Sl'achteni a selekcii. Preto je primarny
geneticky zdroj najCastejSie vyuzivany na zlepSovanie vlastnosti plodin. K tomuto typu
genetického zdroja st priradené polyploidné druhy (napriklad 7. turgidum L.) a diploidné
donory A a D gendému (Feuillet ez al., 2007). Analyzy Brandoliniho et al. (2006) a Golovninu
et al. (2009) potvrdili zaver, Ze diploidné druhy 77iticum urartu Tumanian ex Gandilyan boli

darcom A gendému vsetkym polyploidnym druhom pSenice (Obrazok ¢.1).

urarty diploid A"A

dicoccum } tetrapolidi A"A" BB
dicocoides

aestiwum | hexaploid A"A" BBDD

{d”mm } tetrapolidi A"A" BB
turgidum

Monococcum } diploidi AA™
boeoticum AbAb

Obrazok ¢.1: Dendrogram zaloZeny na genetickej vzdialenosti ukazujici pribuznost’
medzi A gendomami 8 druhov rodu 7riticum (upravené podla Ehtemam et al., 2010)

Za sekundarny geneticky zdroj si povazované psSenice, zdielajuice najmenej jeden
homologny gendm s kultivovanymi typmi. Génovy transfer ztychto druhov je mozny
prostrednictvom homolognej rekombinéacie len vtedy, ak je cielovy gén lokalizovany
na homolégnom genome (Feuillet ef al., 2007).

Terciarny geneticky zdroj je reprezentovany vzdialene pribuznymi diploidmi
a polyploidmi, medzi ktorymi nedochédza ku homoldgnej rekombinécii (Feuillet ez al., 2007).

Siroki variabilitu v ploidii av zloZzeni genému jednotlivych zastupcov rodu
Triticum L. je mozné zretel'ne pozorovat’ prave na klasoch (Obrazok ¢.2). Vyskyt osin, pocet
kvetov v klasku, mnozstvo klaskov na klase, krehkost' klasového vretena, pritomnost
ochrannych obalov u zrna a d’alSie charakteristiky vypovedju o vlastnostich a pdvode rastlin.
Pre primitivnej$iu formu pSenic (diploidna einkorn, tetraploidny emmer, hexaploidna spelta)
je typicka pritomnost’ lamavého klasového vretena a zrno s plevou. Po vymlateni sa klas
rozbije na jednotlivé klasky, ktoré musia byt d’alej spracované, aby doslo k uvolneniu zfn

od pliev. U vyspelejSich kultivovanych pSenic (tetraploidné typy 7. durum Desf.
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a hexaploidna pSenica) po vymlateni zostane klasové vreteno vicSinou vcelku, plevy st

z neho l'ahko oddelitel'né a vypadnt holé zrna (Padulosi et al., 1996, Hopf et Zohary, 2000).

T. urartu T. monococcum L. T. dicoccoides T. durum Desf. T. aestivum L.
Tum. ex Gan. subsp. (Korn. ex Asch. & Graeb.)
monococcum Schweinf.

Obrazok ¢.2: Vizualne porovnanie Kklasov vybranych druhov rodu Triticum L.
(upravené podla: Feuillet et al., 2007)

Aby sa zvySil vynos akvalita zfn, je nevyhnutné ziskat' schopnost’ odolavat
abiotickym aj biotickym stresom. Divo Zijice druhy rastlin maja ¢asto vysoku prispdsobivost’
k zmendm vonkajSich podmienok (odolnost voci zime, rezistencia k suchu, tolerancia
k zasoleniu ¢i k nutricnému deficitu). Takéto vlastnosti by mohli byt vyuzité v pestovatel'skej
praxi. Zmenou genotypu by sa zlepSila moznost prispdsobit sa, atym by sa zvysila
ich geneticka diverzita (De Pace et al., 2001).

Pritomnost’ troch homoeolégnych genémov u hexaploidnej pSenice, s celkovym
rozsahom priblizne 17 Gb, poskytuje velkt mieru flexibility gendému so schopnostou
prisposobovat’ sa Sirokému rozsahu podmienok. Vd’aka tomu je pestovanie pSenice rozsirené
takmer od rovniku az po polarny kruh. Na druhej strane, velkost’ a komplexita pSeni¢né¢ho
genému su hlavnymi obmedzeniami detailného Studia pSenicného gendmu a jeho vyuzitia
pri sl'achteni pSenice. Jednou z moznosti zniZzenia komplexity pSenicného gendmu, v dosledku
relativne dobre zachovanej kolinearite poradia génov, je vyuzite pribuzného diploidného
druhu ako modelu (Jing et al., 2007, Kilian et al., 2009). Takto boli vd’aka 7. monococcum L.
klonované napriklad gény Vrnl a Vrn2, ktoré u hexaploidnej pSenice z dovodu funk¢nosti alel
génu zo vSetky troch homolégnych gendémov, nie mozné ani zamapovat’ (Yan et al., 2003,

2004).
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Tabul’ka ¢.2: Struény prehPad vybranych divokych a domestifikovanych zastupcov

druhu Triticum L., po€et chromozomov a stupen ploidie.
Podla Mangelsdorf, 1966, Dvotak et al., 1990, 1993, Padulosi et al., 1996, Heun ef al., 1997, Brandolini et al.,
2006, Feuillet et al., 2007, Barkworth et Bothmer, 2009, Kilian et al, 2009, http://www.ars-grin.gov/cgi-
bin/npgs/html/splist.pl?12442.

Pocet Divoky predok Domestifikovana forma
SR A G Taxonomicky nazov Taxonomicky nazov
ST Obecny nazov Obecny nazov
ol Genom Gen6m
T. boeoticum Boiss.
T. monococcum L.
= T. monococcum subsp. aegilopoides
) = T. monococcum L. subsp. monococcum
(Link) Thell. o i
pSenica jednozrnova, einkorn wheat
m, m
APAD A"A
T. urartu Tumanian ex Gandilyan
= Crithodium urartu (Tumanian ex
Gandilyan) A. Love -
2n=2x=14
diploid A"A"

Aegilops speltoides var. speltoides
=T. speltoides (Tausch) Gren. ex K. Richt.

BB

Aegilops tauschii Coss.
=T. tauschii (Coss.) Schmalh.

DD
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Tabul’ka ¢.2 (pokracovanie)

Pocet Divoky predok Domestifikovana forma
AT Taxonomicky nazov Taxonomicky nazov
SIS Obecny nazov Obecny nazov
o (it Gen6m Gen6m
T. durum Desf.
T. dicoccum Schrank ex
= T. turgidum subsp.
T. dicoccoides (Korn. ex Asch.& Schiibler
) durum (Desf.) Husn.
Graebner) Schweinf. = T. tugidum L. subsp. )
pSenica tvrda,
= T. turgidum L. subsp. dicoccoides dicoccum (Schrank ex
macaroni (hard) wheat
2n =4x =28 (Korn. ex Asch. & Graebner) Thell. Schiibl.) Thell.
A"A" BB
tetraploid
' T. turgidum L.
wild emmer wheat emmer wheat
=T. turgidum L.
subsp. turgidum pasta
A"A" BB A"A" BB p- s
wheat
A"A" BB
T. turgidum L.
T. aestivum L.
A"A" BB
= T. aestivum L. subsp. aestivum
X
pSenica siata, bread wheat
Aegilops tauschii Coss.
2n = 6x =42 A"A" BBDD
DD
hexaploid
T. spelta L.

zatial’ nejednoznacny

povod

= T. aestivum subsp. spelta (L.) Thell.
pSenica Spaldova, spelt wheat

A"A" BBDD
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2.3 PSenica jednozrnova (Triticum monococcum L.)

Z vysledkov pol'nohospodarskeho vyskumu vyplynulo, ze domestikacia starovekej
diploidnej pSenice, prebichala na Blizkom vychode, v ,Krajine trodného polmesiaca*
pred viac ako 10 000 rokmi nezavisle na tetraploidnej a hexaploidnej psSenici (Heun et al.,
1997). Uzemie trodného polmesiaca sa rozkladalo od tdolia Nilu a Jordanu cez Syriu,
Turecko, iracké a irdnske pohoria (Obrazok ¢.3, podla Karagdz et al., 2009). Hlavnym
prirodzenym prostredim vyskytu divokej formy jednozrnky 7. boeoticum Boiss. bola severna
a vychodné Cast’ urodného polmesiaca (Padulosi et al., 1996, Heun et al., 1997, Barkworth
et Bothmer, 2009). P6sobenim selekcie vznikol z tejto planej jednozrnky jej domestifikovany
pribuzny Triticum monococcum L. subsp. monococcum (Sharma et Waines, 1994, Heun et al.,
1997).

Vnutrodruhovym krizenim domestifikovanej a divokej formy pSenice jednozrnovej
su produkovani fertilni jednici (Hopf et Zohary, 2000). Avsak pri medzidruhovom kriZeni
(T. monococcum L. x T. wrartu Tumanian ex Gandilyan) vznikaju sterilni potomkovia
vplyvom imunochemickej odlinosti a separacne;j sterilnej bariéry (Johnson ef Dhalival, 1976,

Hopf et Zohary, 2000, Feuillet ef al., 2007).

Black Sea

.Ankara

Caspian Sea

Tehran
Nicosia’ A

Mediterranean Sea

*Kuwait
~Persian Guif

Obrazok ¢.3: Zelene zvyraznena oblast’ na blizkom vychode, oznacovana ako ,,Krajina
urodného polmesiaca“, kde sa nasli najstarSie archeologické pozostatky ja¢merna,
einkorn a emmer (prevzaté od Feuillet ez al., 2007)

Jednotlivé poddruhy jednozrnky su zltic¢ené do spolocného druhu pSenice jednozrnovej

(Triticum monococcum L.) na zéklade obecnych vlastnosti. Triticum monococcum L.

je jednorocna zltozelena trava dorastajuca do vysky 80-150 cm. Je charaktrizovand tenkymi
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pevnymi steblami s chlpatymi kolienkami aGzkymi listami. Klas je sploSeny, husty,
pozostavajuci z dvojradového usporiadania krehkych klaskov. Typicka je samoopelivost
ako charakteristicka vlastnost’ divokého predka. V zavislosti od odrody sa tvori vécSinou
jedno zrnko na klasok, pretoze z dvoch kvetov je len jeden plodny. Semené st okorené (tesne
obalené plevicou a plievockou). Vynos je relativne maly, ale pSenici jednozrnovej postacuju
pody chudobné na ziviny. Ziskana muka je sice vyzivna, ale nevhodna na pripravu kysnutého
peciva. Preto bola tato pSenica primarne pouzivana na pripravu kase alebo ku konzumécii
celych varenych zfn. V sucasnosti sa pouziva len sporadicky na kfmenie zvierat (Hopf
et Zohary, 2000, Feuillet ef al., 2007, http://botany.cz/cs/triticum-monococcum/).

Ovel’a véscie vyuzite ma pSenica jednozrnova v genetike a genomike. Ako diploidny
blizky pribuzny donora A gendomu kultivivanych pSenic je idealnym modelom pre genetické
mapovanie a klonovanie, ako uz bolo vysSie spomenuté. Vzhladom ktomu, ze jej
domestikacia prebiechala nezévisle od hexaploidnej pSenice, bola schopna si zachovat
geneticku diverzitu, ktord moze byt’ v sti¢asnosti pouzitd na obohatenie gendmu pSenice siatej
(Hopf et Zohary, 2000, Jing et al., 2007, Klocova et al., 2011). Na lepSie porozumenie
evolucie a vyuzitie dostupnej diverzity, je potrebné kombinovat poznatky z cytogenetickych
analyz, evolu¢nej pribuznosti medzi druhmi a mapovania chromozémov (Kuspira et al., 1989,

Tanksley et al., 1992, Duran et al., 2009).

2.4 Mapovanie genomu, vizbova mapa

NajstarSim sposobom sktimania organizacie genomu je jeho mapovanie, pri ktorom
su za pomoci mapovacich populécii umiestiiované na chromozémy rdzne typy markrov.
Vysledkom procesu je mapa genému. Dizka mapy a taktiez vzdialenost medzi susednymi
markrami, pripadne génmi, zavisi od templatu a spdsobu mapovania. Tato hodnota mdze byt’
udavana v centimorganoch (cM) pre vdzbové mapy, v mikrometroch (um) alebo percentach
chromozému pre cytogenetické mapy, v chromozomalnych intervaloch - binoch pre dele¢né
mapy ¢i v paroch bazii (bp) pre sekvencné a fyzické mapy.

Vizbové mapy st najstarSie a najCastejSie vyuzivané mapy v rastlinnej i zivociSnej
risi. Sluzia na identifikdciu, analyzu a manipulovanie s génmi, ktoré su predpokladom
pre tvorbu jednoduchych 1 komplexnych znakov organizmov, s kvantitativnym
aj kvalitativnym u¢inkom (Tanksley et al., 1992, Duran et al., 2009). Pre efektivne vyuzitie
tychto znakov je potrebné dosiahnut’ dostato¢né rozliSenie map, ktoré zavisi od mnoZzstva

zamapovanych markrov a druhu i velkosti mapovacej populacie (Duran et al., 2009).
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2.5 Mapovacie populacie pre vizbové mapovanie

Mapovacia populéacia pre vdazbové mapovanie je subor linii jedincov pochadzajucich
z kontrolovaného krizenia kontrastnych rodi¢ovskych jedincov. Jednotlivé linie aich
potomkovia su samostatne analyzované, na zéklade ¢oho je mozné stanovit geneticki
vzdialenost’ mapovanych lokusov. T4 odpoveda pravdepodobnosti rekombinacie medzi dvomi
porovnavanymi lokusmi pocas meiozy. Typ populacie je voleny v zavislosti od spdsobu
rozmnozovania (Schneider, 2005, Hittalmani et al., 2008). Vzhladom k tomu, Ze pSenica
je samoopeliva, je mozné pouZit’ nasledujuce 4 typy mapovacich populacii (Hopf et Zohary,
2000, Schneider, 2005): NajcastejSie sa pouziva F, mapovacia populacia, s jednoduchou
pripravou najméd pre samosprasné rastliny. Pre Specidlne pouzite alebo imortalizaciu F,
mapovacej populécie sa vyuzivaju jej derivaty - populacia rekombinantnych inbrednych linii
(RILs) alebo populacia dihaplodnych linii (DH). Stvrtou moznostou je pouZit’ populécie linii,

vzniknutych spatnym krizenim (BC) s jednym alebo oboma rodi¢ovkymi liniami.

F, populacie
Krizenim rodiov s kontrastnymi znakmi je vytvorend F; populécia. Jej jedinci
su samospraseni za produkcie F, populacie, spravajucej sa podla mendelovskych pravidiel
klasickej genetiky. F, populdcia je vysledkom jednej meidzy, pocas ktorej je geneticky
materidl zrekombinovany a dochadza k segregacii protikladnych rodicovskych znakov
(Schneider, 2005).
- vyhody - ¢asovo nendrocna priprava, segregacia vsetkych moznych kombinacii
genotypu
- nevyhody - nemoznost’ premnozovania, nemoznost opakovania experimentu
=> nevhodné pre QTL mapovanie (kazdy F, jedinec geneticky unikatny),
limitované pouzitie pre experimenty vysokohustotného mapovania

(obmedzené mnozstvo DNA) (Hittalmani ef al., 2008)

Rekombinantné inbredné linie (Recombinant Inbred Lines = RILs)

RILs st pripravené samosprasenim jedincov zF, generadcie. SamospraSenie
sa prevadza asponi do siedmej generacie, pokym nie su linie zafixované do homozygotnej
mozaiky rodic¢ovskych gendémov. Ked’ze zdrojom d’alSej generacie je prave jedno semienko
z predchadzajicej generacie, ma tito metdda aj synonymny ndzov - ,,Single-Seed Descent

lines* (SSD, Schneider, 2005, Hittalmani et al., 2008).
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- vyhody - finan¢ne nendrocné, potreba genotypingu len raz pre kazdé RIL,
mozné opakovanie experimentu, moznost neobmedzeného premnozovania,
vacsie rozliSenie pri mapovani, vhodné pre stidium QTL

- nevyhody - casova naroCnost, obtiazne ziskanie RIL populdcie z krizenia
druhov s vysokou inbrednou depresiou, podlichanie  niektorych
medzidruhovych RI populdcii ndhodnej selekcii => tvorba skresleného

segregacného pomeru (Hittalmani et al., 2008)

Populacie spitnych kriZencov (Backcross Populations = BC)

Mapovacia populécia je vyuzivana na skimanie sekov DNA odvodenych z jedného
rodica (donor DNA fragmentu) na pozadi gendomu druhého rodi¢a (recipient DNA
fragmentu). Krizenim oboch rodi¢ov je vyprodukovana F; hybridna rastlina, ktora je nasledne
krizend s rodiCom-recipientom av sledovanom lokuse sa selektuje na heterozygota.
V spétnom krizeni s recipientnym rodi¢om sa pokracuje niekol’ko generécii. PoCas procesu
dochadza k odseparovaniu fragmentov DNA z donorového organizmu, ktoré neboli vo védzbe
na selekéné markry asucasne ku skracovaniu selektovaného donorového fragmentu.
Pri pokrocilej redukceii poctu a velkosti fragmentov z donora spatnym krizenim mdZze nastat’
situdcia, kedy st ziskané linie identické s recipientom, okrem jedné¢ho fragmentu z donora.
Vtedy st ziskané linie nazyvané ,takmer izogénne linie* (Nearly Isogenic Lines, NILs)
(Schneider, 2005).

- vyhody - vnasanie jednotlivych znakov do kultivarov, blizsie priblizenie sa
ku Ziadanému génu, zniZenie genetického driftu

- nevyhody - moznost slabSej rekombinacie u hybridov vzniknutych
medzidruhovym krizenim, ¢asova ndro¢nost’, nutna pritomnost’ detekovatel'nej
genetickej diverzity medzi recipientom a donorom (Schneider, 2005,

Hittalmani ez al., 2008)

Dihaploidné linie (Doubled Haploid lines = DH)

Populacia dihaploidnych linii je generovanad z haploidnych linii a obsahuje v kazde;j
bunke dve rovnaké sady chromozémov. Vplyvom procesu haploidizacie a nasledného
zdvojenia chromozémov st produkované uplne homozygotné linie bez pritomnosti

akejkol'vek heterozygotnosti (Schneider, 2005, Hittalmani et al., 2008).
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- vyhody - rychlo dosiahnuty fixovany homozygotny stav, stdle mapovacie
populacie bez genotypickych zmien, jednoduchsie skérovanie dat pomocou
markrov, vhodné pre mapovanie QTLs

- nevyhody - ndkladnd priprava, Casto potreba tvorby pletivovych kultar,
u niektorych rastlin problematické tvorba DH linii, nemoZnost' sledovania
ucinku génov u Specifickych QTLs vplyvom homozygotnosti (Schneider,
2005, Hittalmani et al., 2008)

2.6 Genetické markry

Genetick¢é markry su jednoducho skorovatelné ,,znacky“, ktore sa dedia podla
mendelistickych pravidiel. Tymito markrami su polymorfizmy vo fenotype, v expresii
a funkcii génovych produktov ¢i v molekule DNA. Podla typu detekcie mozu byt” genetické
markry zadelené¢ do troch kategorii: fenotypové (vyskyt variability na fenotypovej hladine),
biochemické (roznorodost’ génovych produktov alebo ich aktivity) a DNA markry (rozne
varianty alel v DNA). Biochemické a DNA markry st casto spolo¢ne nazyvané
molekularnymi markrami. U rastlin sa obecne markry vyuzivaji najmd na konStrukciu
genetickych map ale 1 na Slachtenie, produkciu odrod slepSimi vlastnostami,
ku charakterizacii a izolacii dolezitych génov, markrom-asistovanu introgresiu vyhodnych
alel ¢i na ziskanie informacii o genetickej roznorodosti medzi populdciami (podl'a Doveri et
al., 2008).

Pocas poslednych dvadsat rokov, vplyvom potreby zvySenia svetovej produkcie
potravin a s vyvojom novych technologii, vzrastlo mnozstvo dostupnych DNA markrov.
Zakladom stadia DNA sa stali techniky zalozené na hybridizacii DNA a technika Southern
blottingu, ktoré umoznili detekciu dizkového polymorfizmu restrikénych fragmetov (RFLP)
a zah4jili tvorbu genetickych vézbovych méap. Nevyhodou metddy je vSak Casova naroc¢nost
procediry a praca s radioaktivnym materidlom. Dal§im ,milnikom“ v konstrukcii
a zahustovani genetickych mép sa stal vyvoj metédy PCR, ktory priniesol vyhody oproti
tradiénym RFLP markrom v potrebe len malého mnozstva DNA a v jednoduchosti skérovania
polymorfizmov (podla Landjeva et al., 2007). Rozne derivacie vo vyuziti polymerazovej
retazovej reakcie priniesli Sirokt paletu typov PCR markrov (napriklad AFLP, CAPS, IRAP,
ISSR, RAPD, REMAP, SCAR, SNP, SSR, STS, Nguyen et Wu, 2005). Ako bolo spomenutg,
do tejto rozsiahlej skupiny patria aj markry detekujice polymorfizmus v dizke

amplifikovanych fragmentov (AFLP), CAPS markry vyuZzivajlice k objaveniu polymorfizmu
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kombindciu PCR a detekcie mutacie v restrikénom mieste (Konieczny et Ausubel, 1993)
¢ RAPD markry s nidhodne amplifikovanou polymorfnou DNA. Dalej je mozné najst
polymorfizmus v pocte jednoduchych sekvencnych repeticii (Simple Sequence Repeats, SSR)
¢1 v oblastiach medzi retrotranspozonmi (IRAP, Kalendar et. al., 1999). Po spojeni
technologii molekularnych markrov a sekvenovania DNA, sa najviac vyuzivanym typom
markru stal jednonukleotidovy polymorfizmus (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP),
vd’aka jednoduchosti detekcie a Castému vyskytu (podla Landjeva et al., 2007). Problém vsak
nastal pri  objavovani sekven¢ného polymorfizmu unemodelovych organizmov
s komplexnymi polyploidnymi gendémami, medzi ktoré partia aj obilniny, zatial
s nedostupnou sekvenciou gendému. Ciastoné rieSenie tohto problému poskytuje
vysokohustotnd analyza gendému, Diversity Arrays Technology (DArT), zalozenej
na hybridizacii genomickych DNA reprezentacii k mikroarray s vopred vybratymi

polymorfnymi markrami (Jaccoud et al., 2001, Wenzl et al., 2004)

2.6.1 DArT markry (Diversity arrays technology)

DArT je sekventne nezavisld metoda zalozena na hybridizacii mikro-array
markrového systému. Primarne bola vyvinuta pre vyskum gendému ryze a diploidnych obilnin
s malym genomom do 430 Mb. Neskor sa zistilo, Ze ani vel'ké gendomy, ako mé napriklad
jatmen (5 Gb) ¢i hexaploidna pSenica (17 Gb), nepredstavuju problém, lebo metoda
umoziuje zistit’ rozdiely v DNA u niekol’ko stoviek genomickych lokusov sucasne (Wenzl et
al., 2004, Akbari et al., 2006, Jing et al., 2009). Pri jednom overeni je tak mozné urcit’ stovky
az tisice polymorfnych lokusov. Vysledkom je reprodukovatelny sken gendému
s nasledovnym skérovanim pritomnosti ¢i nepritomnosti fragmentov DNA vo vzorke DNA.
Rychla dostupnost’ velkého poctu markrov ulahcuje klonovanie a lokalizaciu dodlezitych
génov, Stidium organizicie gendému, porovnavacie mapovanie, umoziuje urcovat’ stupei
diverzity génovych zdrojov a napomaha objasnovat’ evoliciu gendmu nie len medzi
starovekymi odrodami pSenice. Sken gendmu je tiez pouzitelny na markrom asistovant
selekciu v molekularnom slachteni ¢i v d’alSich aplikaciach genomiky (Akbari et al., 2006,
Jing et al., 2009).

Dalsou velkou vyhodou metédy je Easova nendrodnost. Priprava analyzy trva
maximalne tri dni. Pozostava zpripravy DArT kniznice, DArT arraye anasledného
genotypovania vzorieck DNA pomocou hybridizacie. DArT array predstavuje genomicku
reprezentaciu zmesi odrod skumanej rastliny. V prvom kroku tvorby arraye sa Stiepi zmes

DNA dvomi restrikénymi endonukledzami (vzacne a Casto Stiepiaci enzym). Nasleduje ligacia
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adaptéru ku koncu fragmentu DNA naStiepeného vzacne Stiepiacim enzymom a PCR
amplifikacia Casti DNA s primermi komplementarnymi k tymto adaptérom. Tym dojde
ku znizeniu komplexnosti (zlozZitosti) vzorky. Naamplifikované produkty st zaklonované
do kompetitivnych baktérii, ¢im sa vytvori kniZznica genomickych reprezentacii. Nasledne su
klonované inzerty amplifikované pouzitim vektor-Specifickych primerov, precistené
a otlacené na mikrokopické skli¢ko. Po denaturécii je DArT array pripravend na hybridizaciu
s cielovou DNA (Obréazok ¢.4 A). Pre DArT analyzu sa pripravuju dva typy arrayi - objavna
array, popisana vyssie a nasledne array obohatena o polymorfné markry. Array obohatend
o polymorfizmy je pripravovand z kandidatnych polymorfnych klonov na sklicku spolu
s kontrolnymi klonmi (Jaccoud et al., 2001, Wenzl et al., 2004, Akbari et al., 2006).

Vzorky DNA, uréené na detekciu, je potrebné taktiez Specificky upravit, zmensit
ich komplexnost’. Postup je zhodny s pripravou DArT kniznice, ale useky DNA st oznacené
fluorescen¢nou farbickou (cy3 - zelend). Vznikni tzv. cielové fragmenty (targets).
Pripadne druhou fluorescen¢nou farbickou (cy5 - Cervend) moze byt oznacend druhéd vzorka
genomickej DNA (Obrazok ¢.4 B). V dalSom kroku nasleduje hybridizacia ciel'ovych,
pripadne referencnych fragmentov sarrayou a odmytie nenaviazanych Casti.
Detekcia a analyza nahybridizovanych usekov DNA sa prevddza prostrednictvom
konfokalneho laserového skenera a pocitacového programu. Software porovnava relativnu
intenzitu pomeru zelené¢ho signalu k Cervenému pre kazdy individudlny klon napriec¢
mikroskopickym sklickom. Ak je intenzita Cerveného a zeleného signdlu pre urcity klon
rovnakd, na hybridizacnom skene je detekovand zItd farba. Rozdiel v pomere zelené¢ho
a ¢erven¢ho signalu vypovedd o odliSnosti DNA fragmentov porovndvanych vzoriek.
V zavislosti od pravdepodobnosti vyskytu polymorfizmu je klonom priradena v skorovace;j

tabul’ke hodnota 0 alebo 1 (Jaccoud et al., 2001, Wenzl et al., 2004, Akbari et al., 2006).
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Obrazok ¢.4: Postup pripravy DArT arraye a analyza vzoriek (upravené podDPa:
Jaccoud et al., 2001).

(A) Hromadna Studovana genomickd DNA je nastiepend restrikénymi enzymami. Pomocou naligovania
adaptérov ku vzniknutym ,,vzacnym* fragmentom a ndslednej PCR z adaptérov sa znizi komplexnost’ genému
vzoriek. Amplifikované fragmenty st zaklonované do vektora, ¢im sa vytvori kniznica genomickej
reprezentacie. Inzerty st pouZzitim vektor-Specifickych primerov amplifikované, precistené a nanesené
na mikroskopické sklicko

(B) Z porovnavanych vzoriek st vytvorené genomické reprezenticie - postup ako v (A), znatené Eervenou
azelenou fluorescencnou farbickou, zmiSané a hybridizované na array. Pomer intenzity farbiCiek
(Cervena:zelend) vypovedd o odliSnosti DNA fragmentov porovnavanych vzoriek. Vyskyt zltej farby
na hybridizaénom skene je dosledkom rovnakého pomeru intenzity ¢ervenej a zelenej farby, a teda aj zhodného
mnozstva naviazanych fragmentov z oboch vzoriek.
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2.6.2 SNP markry (Single Nucleotide Polymorphisms)

Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP) st najcastejSou genetickou variaciou
v gendme. Odhaduje sa, ze v genome cloveka je SNP kazdych 300-1000 bp ¢o znamena
asi 10 mil. SNP na geném (International Human Genome Sequencing Consortium 2004). SNP
su charakterizované¢ jednobdzovou zmenou na urcitej] pozicii v gendme medzi dvomi
jedincami (Obrazok ¢.5), kde frekvencia vyskytu tejto alely v populacii sa pohybuje od 1 %
do 95 %. Podla povodu vzniku su delené do 3 skupin: transicie, transverzie a malé
inzercie/delécie (Brookers, 1999, Duran et al., 2009). Pri detekcii sa m6zu pouzit’ techniky
vyuzivajuce hybridizaciu ¢i ligdciu znacenych oligonukleotidov s variantami SNPs,
schopnost’ nukleazy Stiepit’ dvojvlaknotat DNA v mieste sekvenného nestiladu (mismatch),
vzniknutého vplyvom hybridizacie dvoch fragmentov s vyskytom polymorfizmu, d’alej
predlZzovanie fragmentu DNA v mieste vyskytu SNP pomocou primeru, Stiepenim DNA
restrikénou endonukledzou v mieste vyskytu SNP ¢i priamym sekvenovanim tohto miesta
(Gut, 2001). Vyhodou jednonukleotidovych polymorfizmov je dobrd evolu¢na stabilita
arelativny nadbytok naprie¢ genémom, Co zabezpeCuje vysoku hustotu vyskytu v okoli
sledovan¢ho lokusu (Syvédnen, 2001). SNP markre sa vyuZivaju na skiimanie vyvoja
organizmov, ich reakcie k prostrediu i na detekciu komplexnych l'udskych chorob (Duran et

al., 2009).

mi_:il_eEl_llﬂ DNA

—_\_\_\_:‘_\‘-.-

varianta 1

varianta 2 GUOEEUD

varianta 3 GUUEEUL

varianta 4 SULUEEUL
A

SNP

Obrazok ¢.5: Priklad jednobazovej zmeny v DNA medzi jedincami
Cierna §ipka poukazuje na miesto vyskytu Styroch variant jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) na
molekule DNA (upravené podla http://learn.genetics.utah.edu/content/health/pharma/snips/).
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2.6.3 SSR markry (Simple Sequence Repeats)

Po objave PCR sa mikrosatelitové alebo tiez SSR markry stali najrozsirenejSimi
molekularnymi markrami. SSR dosahuji vysoky stupel polymorfizmu, st kodominantné,
dobre reprodukovatel'né s hojnym vyskytom v celom genéme. SSR markry st odvodzované
zo sekvencie DNA obsahujtcej kratke tandemové repeticie mono-, di-, tri-, tetra-, penta-
a hexa-nukleotidov. Tieto repetitivne elementy su Uplne rozptylené po celom gendme,
no zvyc¢ajne nepresahuju dizku 100 bp. Useky SSR su obylajne lemovené unikatnymi
oblastami DNA, ¢o umoziuje najst primery, Specificky amplifikujice SSR lokusy. PCR
technika tak priamo dovoluje z genomickej DNA amplifikovat’ definované mnohonasobné
SSR alely ako jeden lokus (Obrazok ¢.6, Tautz et al., 1989, Schlétterer, 2000).

Jednoduché sekvencné repeticie sa vyskytuji u eukaryot, prokaryot aj eubaktérii.
Vyuzivajl sa na analyzu pritomnosti vdzby medzi génmi, na mapovanie genomu,
na populacné stadie pri testovani pribuznosti jedincov v ramci ale 1 medzi populaciami (Tautz

et al., 1989, Schlotterer, 2000).
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Obrazok ¢.6: Schématické znazornenie polymorfizmu v po¢te mikrosatelitovej DNA

medzi jedincam a miesta na hybridizaciu SSR markrov

Modré sipky znazornuji vyskytujucu sa variabilitu v poéte tandemovych repeticii medzi jedincami A, B a C.
Cierne $ipky predstavuji navrhnuté PCR primery k oblastiam lemujucim mikrosatelitovy region v DNA (ruzovo
zvyraznené Usecky, upravené podla http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechSTS.shtml)

2.6.4 CAPS markry (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

CAPS markry st kodominantné molekuldrne markry, ktoré amplifikuju kratku
genomickt sekvenciu okolo polymorfného miesta, rozoznavaného DNA restrikénou
endonukledzou. Polymorfizmus v restrikcnom mieste moéze vzniknut alebo zaniknut
v dosledku mutacie. Napriklad ako na obrazku ¢.7, kde pomocou unikatnych sekvencii
primerov a PCR reakcie, dojde k amplifikdcii mapovanej DNA sekvencie u dvoch r6znych
ekotypov (A/A, B/B) a heterozygota (A/B). Amplifikované fragmenty z jedincov A/A a B/B
maju pre restrikéntt endonukleazu (RE) dve a tri rekogni¢né miesta. V pripade heterozygota
A/B, sa ziskaju dva rézne produkty, jeden zhodny s rodi¢om A/A - dvakrat Stiepitelny RE
a druhy produkt je ziskany z rodi¢ovského genému B/B - trikrat Stiepitelny RE. Pri deleni
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PCR produktov 7z jednotlivych rastlin, naStiepenych RE, sa na agar6zovom
alebo akrylamidovej géli detekuju jednoducho rozliSitelné schémy bandov (Konieczny
et Ausubel, 1993). V porovnani s tradicnymi RFLP markrami, pri PCR-generovanych
markroch nie je na detekciu pouzivand radioaktivita, je postacujica mala vzorka DNA
a vyhodou je aj asova nenarocnost’ ¢i dostatok polymorfizmu (Nguyen et Wu, 2005, Doveri
et al., 2008). Derivatom techniky CAPS su markry nazyvané dCAPS (derived Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence), ktoré su navrhnuté pre alely neobsahujuce rekognicné
miesto pre RE ale obsahuji asponi jeden SNP. Pomocou kombinacie existujuceho SNP
a Specidlne navrhnutych primerov, ktorych sucastou je jeden alebo viac mismatchov,
sa vytvori restrikéné miesto Specifické pre jednu alelu mapovacej sekvencie. Po PCR
amplifikacii sa polymorfizmus detekuje rovnakym sposobom ako pri CAPS markroch (Neff et

al., 1998).

Obrazok ¢.7: Amplifikacia, Stiepenie a gélova separacia CAPS markrov

Unikatne sekvencie primerov (Cierne §ipky) st pouzité na amplifikaciu a mapovanie DNA sekvencii z dvoch
blizko pribuznych jedincov A/A, B/B az heterozygota A/B. Cervené vertikilne Giary v amplifikovanych
fragmentoch zndzorfiuji restrikéné miesta (A/A - 2, B/B - 3). U heterozygota po Stiepeni restrikénou
endonukledzou (RE) jeden PCR produkt bude Stiepeny 2x a druhy 3x. Po gélovej separacii sa zviditel'ni rozdiel
v poéte a dizke nastiepenyvh PCR fragmentov medzi rodiémi a heterozygotom. U heterozygota s detekované
fragmenty od oboch rodi¢ov (kodominancia).

(Upravené podl'a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechCAPS.shtml).

2.6.5 STS markry (Sequence-Tagged Site)

Miesto so sekvencnou adresou (STS) je kratka, unikatna sekvencia urcujuca Specificky
lokus. Kazdy STS je charakterizovany parom alelovo-Specifickych oligonukleotidov
(primerov), ktoré s navrhnuté osekvenovanim napriklad RFLP a RAPD prob,
AFLP fragmentov ¢i inych polymorfnych markrov (podla Gupta et al., 1999). V kontraste
s AFLP a SSR markrami, primer viazuce miesta pre STS markry odvodené z cDNA RFLP
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klonov st medzi druhmi konzervované. STS markry tak mézu poskytnit’ spolahlivy systém
na mapovanie ortolognych lokusov medzi vzdialenymi pribuznymi  druhmi,
a tym umoznit’ porovnavanie genetickych vazbovych mép z odlisnych druhov (Taylor et al.,
2001) Detekcia pritomnosti markrov sa prevadza pomocou PCR a amplifikované fragmenty

su nasledne elektroforeticky separované (Obrazok ¢€.8, podl'a Gupta ef al., 1999).

STS

Primer I PCR amplifikicia Primer II

}

elektroforeticka separacia

L
¥

amplifikovana STS DNA

Obrazok ¢.8: Detekcia vyskytu STS

Miesto so sekvencnou adresou je charakterizované zvyc€ajne 200-500 bp dlhou sekvenciou nukleotidov,
ktora sa v genéme vyskytuje len raz. Detekcia STS vo vzorke DNA pozostava z amplifikacie kratkeho useku
pomocou $pecifickych primerov (Cierne Sipky), gélovej elektroforézy a vizualizacie amplifikovaného fragmentu
na géli (Cervena §ipka, upravené podl'a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/).

2.6.6 IRAP markry (Inter-Retrotranspozon Amplified Polymorphism)

IRAP  technika je zalozend na  vytvarani PCR  produktov  medzi
susednymi retrotranspozénmi, ktoré sa v hojom pocte vyskytuju aj v gendmoch trav (Nguyen
et Wu, 2005). Ich vysoku hustotu v gendéme zabezpeCuje proces retrotranspozicie -
transkripcia retrotranspozonovej DNA do RNA, reverznéd transkripca a inzerciou novych
cDNA kopii spdt do gendom. Vdaka hustému rozptyleniu retrotranspozonov napriec
jadrovému gendému a moznosti premiestiiovat’ sa, si dobrym zdrojom tvorby DNA markrov.
IRAP primery si navrhované k segmentom dlhych termindlnych repeticii (LTRs),
ohranicujicich z vonkajSich strdn mobilné elementy (Obrazok ¢.9). U kazdého
retrotranspozonu su LTRs rozliSované na Tlavy (L, left) apravy (R, right) segment.
Vd'aka tomu je mozné urcit’ orientaciu retrotranspozonov zaclenenych do genomickej DNA
a pouzitim jedného alebo oboch typov primerov sucasne amplifikovat’ usek medzi susednymi
retrotranspozénmi v troch réznych orientaciach (Obrazok ¢.9, Kalendar, 1999).

Vyhodou retrotranspozénov je pritomnost’ dlhych, konzervovanych sekvencii,

ktoré mozu byt pouzité na tvorbu Specifickych kodominantnych markrov. Vd’aka replikacne
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aktivnym c¢lenovm rodiny retrotranspozénov st produkované nové inzercie v gendme,

ktoré vedt k vytvaraniu polymorfizmu medzi genémami (podl'a Kalendar, 1999, Nguyen et
Wu, 2005)

A = L = R
q = 1 =
B L R {um f
{LTR LTR | {LTR
= - A 1
¢ &= L = R ¢= L {= R
= - - -

Obrazok ¢.9: Amplifika¢na stratégia IRAP markrov

Retrotranspozény su z obidvoch stran ohrani¢ené dlhymi terminalnymi repeticiami (LTR), oznaCenymi L (left,
lava) a R (right, pravd). Pomocou nich je stanovena orientdcia retrotranspozénov vo vnutri kodujicej DNA
(vlnovky). Zelené Sipky oznacuji PCR primery nasadajice na 5’konce a Cervené Sipky na 3’konce LTRs.
Pouzitim jedného (A, B) alebo oboch typov primerov (C) sti¢asne umoziuje amplifikovat’ tisek medzi susednymi
retrotranspozonmi v troch réznych orientaciach (vytvorené podl'a Kalendar et. al., 1999).

2.7 Vyuzitie molekularnych markrov

Molekularne markre predstavuji jeden zvyznamnych ndastrojov pouzivanych
k analyze gendému. Umoznuju porozumiet’ vztahu medzi dedi¢nostou fenotypovych znakov
a informacii o sekvencii (Duran et al., 2009).

Vyuzitie markrov je bohaté - od Slachtenia rastlin az k predpovedaniu rizika vzniku
I'udskych choréb aich diagnostike. Medzi hlavné vyhody DNA markrov patri spolahliva
dedi¢nost, jednoducha analyza, Zziadny vplyv okolitého prostredia, moznost
vysokohustotného genotypovania (high-throughput). Aplikdcie mozno najst’ aj pri Slachteni
obilnin, kde je mozné skamat pritomnost génov kontrolujucich sledovany znak
prostrednictvom markrom asistovanej selekcie (MAS). Pozadovany znak je tak mozno
detekovat’ v ranom Stadiu rastu, eSte pred fenotypovy prejavom, ¢im sa urychli proces
Slachtenia. K dal§$im prednostiam molekuldrnych markrov patri moznost simultanne
selektovat’ viac réznych znakov a taktiez identifikovat gény rezistencie bez potreby
vystavenia rastlin patogénom ¢i Skodcom (Duran et al., 2009).

Dostupnost markrov a nimi podmienena rozliSovacia schopnost’, genetického
mapovania a tvorby vysokohustotnych vézbovych méap, ma zisadny vplyv na vyuzitie
markrom asistovanej selekcie a evoluéné Studie. Taktiez umoziuje lepsSie porozumiet
genetickej  architektire  kvantitativnych  znakov, dolezitych v pol'nohospodarstve

a pri $l'achteni (Tanksley et al., 1992, Mantovani et al., 2008, Zeng et al., 2008).
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2.8 Lokusy ovplyviiujice kvantitativne znaky (Quantitative Trait Loci, QTLs)

Vicsina agronomicky dolezitych znakov u pSenice vykazuje kvantitativnhu dedi¢nost’
(Borner et al., 2002). T4 je vysledkom segregicie komplexnych polygénnych znakov,
ktorych expresia je modifikovana U¢inkami prostredia. Prejavom kvantitativne dedenych
znakov je kontinualna variacia fenotypu (Paterson et al., 1988, Lander et Botstein, 1989,
Nelson, 2005).

Lokusy prispievajiice k variabilite kvantitativnych znakov (QTLs) ovplyviiujt
rezistenciu vo€i abiotickym 1 biotickym stresom, agronomické a morfologické vlastnosti
rastlin. Detekcia QTLs je Statisticky ndrocna a moze prebiehat’ len v pripade, ak rodicia nesu
rozne varianty (alely) odliSujice sa v kvantitativnom znaku. (Lander et Botstein, 1989,
Borner et al., 2002). Prostrednictvom kriZenia tychto rodi¢ov sa ziska relativne vel'ky pocet
fenotypovo roznych jedincov. Nasledne je v takto vzniknutej populacii, pomocou rovnomerne
rozlozenych markrov v genome, skérovany vyskyt lokusov podmieiiujicich skimany znak
(Lander et Botstein, 1989, Nelson, 2005).

Statisticka analyza je prevadzana pomocou poéitadovych programov, ktoré prirad’uju
pravdepodobnosti prejavu fenotypového znaku vo vizbe k vyskytu alely markru v urcitom
lokuse na vdzbovej] mape. Pravdepodobnost ovplyvnenia fenotypu urcitym lokusom
je poc¢itana metdodou maximalnej pravdepodobnosti (maximum likelihood) ajej vystupom
st tzv. LOD skoéra (Limit Of Detection, Lander ef Botstein, 1989). LOD skore je v podstate
dekadicky logaritmus ndsobku pravdepodobnosti, Zze dany znak je lokusom ovplyvneny
ako ze nie je. Povodne bolo zauzivané, ze ak je LOD skore nizSie ako 3, je povazované
za menej vyznamne.

Sucasné Statistické nastroje (napr. R/Qtl, Broman et al., 2003) umoznuju vypocitat’
okrem LOD skora aj vhodnt hodnotu LOD tresholdu. Hodnota LOD tresholdu je zavisla na
velkosti gendému a rozostupe zamapovanych markrov. Na ur¢enie LOD tresholdu sluzi odhad
pravdepodobnosti, ze LOD skore prekro¢i LOD treshold niekde v gendme, v pripade,
ak nebude segregovat’ ziadny QTL. Z toho vyplyva, ze ak LOD skore prekro¢i predurceny
LOD treshold, potvrdi sa v gendme vyskyt lokusu s kvantitativnym znakom. Ak LOD skore
prekro¢i LOD treshold = 0,05 je zaruend maximdlne 5 % pravdepodobnost’ vyskytu
faloSnych pozitiv kdekol'vek v genome (Lander et Botstein, 1989, Nelson, 2005).

Hlavnou ulohou mapovania QTLs je urcit’ ich umiestnenie v gendme a stanovit’ mieru
vplyvu na fenotyp (Zeng et al., 2008). Pomocou tychto poznatkov je mozné zefektivnit
Slachtenie organizmov voci biotickym a abiotickym stresom, a taktiez zvysit produktivitu

rastlin.
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2.9 Vynos pSenice

Vynos je komplexny kvantitativny znak kontrolovany velkym poctom génov, ktoré
vyznamne ovplyviiuje prostredie, a preto ma tento znak malt dedivost. Vynos ako celok
je sucet komponentov ktoré ho ovplyviiuju. Hlavnymi komponentmi vynosu st: priemerna
hmotnost’ zrna, tiez uvadzana ako hmotnost™ tisicich zfn, pocet zfn na klas a pocet klasov
na m’. Jednotlivé komponenty vynosu naopak vykazuju velmi dobri dedivost (Cuthbert ez
al., 2008). Vynos ovplyviiuju aj d’alSie znaky vratane vysky rastliny, rezistencii k biotickym
a abiotickym stresom, ucinnosti fotosyntézy alebo translokdcie metabolitov zrastliny do
semien a podobne.

Vplyv vysky rastliny na vynos ma vicSinou nepriamy ucinok. Zistilo sa,
ze polotrpasli¢ie rastliny maji sice kratke stonky, ale silné, ¢im znizuju pravdepodobnost’
polihania rastliny, atym sa zvySuje plocha asimildcie. Asimilanty sa ukladaji do zfn,
vysledkom coho je zvySenie vynosu aurody. VysSka rastliny je kontrolovana okrem
mendelistickych génov aj kvantitativnymi a expresia génov méa dynamicky charakter pocas
vyvoja rastlliny (Wang et al., 2010). Na hexaploidnej pSenici bol lokus pre vysku rastliny
zamapovany na takmer vSetky chromozomy A, B aj D genému (Araki et al., 1999, Kato et al.,
1999, Huang et al., 2004, Verma et al., 2005, Sadeque et Turner, 2010, Wang et al., 2010).

Klas je pokladany za najviac variabilnu Cast’ pSenice. Medzi druhmi je mozné najst’
rozdiel v tvare, velkosti (Sirke i dizke) a ,hustote klasu (podiel poétu klaskov ku dizke
klasu). Odlisnost medzi morfolégiou klasu je najéastejSie pouzivanym kritériom
pre rozliSovanie druhov a je ¢astym objektom skiimania. Zvy$enim dizky klasu, by mohla byt
zvy$ena trodnost klasu atiez vynos zin (Sourdille ef al., 2000). QTL pre dizku klasu
bol skimany v mnohych pracach. Lokus bol zamapovany u 7. monococcum L.
na chromozomoch 3A™ a 4A™ (Hori et al., 2007) u T. aestivum L. na 1BS, 2D, 4AL, 4AS, 4D,
5A (Kato et al., 1999, Borner et al., 2002, Verma et al., 2005). Lokusu urcujtci pocet klaskov
na klas bol mapovany na chromozémoch 2B, 4A, 5A a 6A (Araki et al., 1999, Kato et al.,
2000, Verma et al., 2005). S klasmi stuvisi aj veli¢ina urcujica pocet odnozi u rastlin.
Ked'Ze ovplyviiuje pocet klasov na rastlinu, parti taktiez medzi dolezité komponenty vynosu.
V pracach vyskumnych skupin Arakiho (1999) a Kata (2000) bol lokus na 7. aestivum L.
umiesteny na chromozémy 4A a 5SA.

Dal§im komponentom vynosu je veli¢ina stanovujuca priemernd hmotnost zrna.
Lokus pre tento znak bol zamapovany u hexaploidnej pSenice na chromozémoch 1A, 1B, 1D,

2A, 2B, 2D, 3A, 3B, 3D, 4B, 5A, 6A, 7A, 7D (Araki et al., 1999, Kato et al., 2000, Borner et
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al., 2002, Huang et al., 2004, Verma et al., 2005, Kumar et al., 2006, Cuthbert et al., 2008)
a u diploidnej pSenice 7. monococcum L. na chromozom 2A (Hori et al., 2007).

Pri §achteni pSenice je dolezitym cielom zabezpecit' stabilni expresiu génov
riadiacich vysoky vynos zin. Studovanim jednotlivych komponent vynosu a d’al§ich znakov
vplyvajicich na urodu zfn, kvantitativne sa meniacich na rdéznych genetickych pozadiach,

umoziuje objasiiovat’ funkcie génov, ktoré s vynosom zin priamo suvisia (Quarrie et al.,

2006).

2.10 Ochlpenie listov pSenice (pubescence, hairy leaf)

Na povrchu ratlinnych orgdnov mozno ¢asto pozorovat’ vyrastky epidermis, nazyvané
tiez chlpy alebo trichdémy. Vyskyt chlpov na listoch je povaZzovany za morfologicky znak,
zvySujuci fitness rastliny (Roy et al., 1999).

Trichémy na listoch rastlin su fyziologicky aj ekologicky ddlezité. Casto st schopné
zabezpecit' ochranu rastliny pred abiotickymi stresmi (napriklad tolerancia k suchu znizenim
prudenia vzduchu v okoli rastliny, redukcia zataze vplyvom tepelného a UV Ziarenia,
zbavovanie sa toxinov, tolerancia k chladu) ale tiez pred biotickymi nastrahami (ocharna
pred herbivormi, zniZenie rozSirovania patogénov zmenSenim zmacivosti listov, redukcia
populécie bylomora obilného - Mayetiola destructor a d’alSie). AvSak vyskyt chlpatosti
na listoch neposkytuje ochranu voci vSetkym nepriatel'om (napriklad trichomy ul’ahéuj vstup
patogénnej huby Discula sp. do listového tkaniva) (Roberts ef al., 1979, Brown et al., 1994,
Roy et al., 1999, Taketa et al., 2002, podl'a Dobrovolskaya et al., 2007).

Na vyskyt trichdmov nemaji vlpyv len enviromentdlne a genetické faktory,
ale su dolezité¢ aj nepriame efekty dané spolupdsobenim zmien v d’alSich znakoch rastliny
(napriklad zmena velkosti listu vplyva na zmenu hustoty ochlpenia). Hustota ochlpenia
na listoch je zavisla od miesta vyskytu rastliny, poctu zalozenych chlpov na liste ale aj
od vyvojového Stadia rastliny. Ochlpenie listov v jednotlivych stadiach rastu je kontrolované
roznymi génmi. Expresia tychto génov je ovplyvnena viacerymi modifikaciami, ¢im dochadza
k rozdielnej génovej expresii u semenacika aj u dospelej rastliny. Iniciacia ochlpenia listov
vykazuje taktiez variabilitu, ktora je z vi¢3ej Gasti podmienena zlozenim genému. Co sa tyka
velkosti listu, tento znak je primarne kontrolovany vonkajSim  prostredim.
Geneticka variabilita pre hustotu chlpov na listoch je tak rézna medzi rodmi aj v rdmci druhov
(Roberts et al., 1979, Roy et al., 1999, Taketa et al., 2002, podl'a Dobrovolskaya et al., 2007).

Kuspira et al. (1989) popisali jeden hlavny génovy lokus s mnohonasobnymi

alelickymi sériami, ktory urcuje ochlpenie listov. Medzi lokusmi plati nasledujici vzt'ah.
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Specificky lokus pre vel'mi chlpaté listy (HI'") je Giplne dominantny k d’al§im dvom lokusom
pre chlpaté listy (HI") alisty bez chlpov (hl). Lokus HI* je dominantny len ku lokusu Al.
Kolektiv vedcov predpokladal, Zze HI Ilokus identifikovany u 7. monococcum L.
na chromozome 4A™ zodpoveda pozicii génu pre chlpatost’ na chromozome 4A u T. aestivum.
Jing s kolektivom (2007) zamapovali gén pre chlpatost’ u 7. monococcum L. na chomozém
5A". Analyza Hori et al. (2007) na mapovacej populacii vzniknutej krizenim T.
monococcum L. a T. boeoticum Boiss. taktieZ potvrdila vyskyt génu pre chlpatost’ listov na
chromozoéme SA.

U hexaploidnej pSenice boli zamapované na chromozémoch 4B (HI1 gén) a 7BS
(HI2**P) dva gény ovplyvilujuce pritomnost’ ochlpenia listov (Taketa et al, 2002,
Dobrovolskaya et al, 2007). K vyskytu génu pre chlpatost’ na chromozéme 7B mohlo dojst’
vplyvom druhovo Specifickych Strukturdlnych zmien medzi chromozémami 4A, 5A a 7B

u hexaploidnej pSenice (Devos ef al., 1995).
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3. CIELE PRACE

1. Dopestovanie mapovacej populdcie a jej genotypovanie.

2. Navrhnutie pokusu pre QTL mapovanie v sezone 2010
3. Zozbieranie dat a vyhodnotenie.
4. Zahustenie existujucej genetickej mapy

5. Vypracovanie diplomovej prace.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Semena generacie Fjy pouzité v tejto praci boli odvodené z 87 linii Fg RIL mapovace;j
populacie poskytnutej Prof. J. Dubcovskym (University of California, Davis, USA).
Mapovacia populacia bolo odvodend z krizenia linii kultirnej formy pSenice jednozrnovej cv.
DV92 (T. monococcum L. subsp. monococcum, Titograd, Montenegro, Taliansko) a divoke;j

formy pSenice jednozrnovej cv. G3116 (7. monococcum L. subsp. aegilopoides, Libanon).

4.2 Chemikalie a roztoky

4.2.1 Chemikalie a roztoky pre vysokovykonnu extrakciu DNA
Ziklad lyza¢ného pufra (pH 7,2)
- 0,5M Na(Cl
- 100 mM This-HCI
- 50 mM EDTA

Lyzaé¢ny pufor
- 100 ml zékladu lyza¢ného pufra, pH 7,2
- 0,5 g hydrogénsiri¢itanu sodného
- 0,1g kyseliny askorbove;j

- 0,1 ml merkaptoetanolu

4.2.2 Chemikalie a roztoky pre agarozovu gélovu elektroforézu
0,5x TBE (pH 8,0)
- 45 mM Tris bazy
- 45 mM kyseliny boritej
-1 mM EDTA

6x Stop C (pH 8,0)
- 100 mM EDTA
- 1% SDS
- 0,05 % bromfenolova modra
- 0,05 % xylenecyanol
- 50 % glycerol
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- agaroza (SERVA)

- deionizovana voda (dH,0)

- vel’kostny marker, Gene Ruler™ 100bp, Plus DNA Ladder (Fermentas, Kanada)
- 10% etidium bromid (Sigma Aldrich, USA)

4.2.3 Chemikalie a roztoky pre polymerazovu ret’azovu reakciu
10 x PCR pufor (pH 8,2)
- 500 mM KCl
- 100 mM Tris-HC1
- 1% Triton X-100
- 15 mM MgCl,

5x Cresol Red
- 7,5% sacharoza
- 0,05% Cresol Red (Aldrich, USA)
- rozpustit’ v dH,O

Nukleotidy (Fermentas, Litva)
- dATP (100 mM)
- dGTP (100 mM)
-dCTP (100 mM)
-dTTP (100 mM)

- primery (Invitrogen, USA)

- Taq polymeraza (Fermentas, Litva)

4.2.4 Chemikalie a roztoky pre nedenaturujicu polyakrylamidovu elektroforézu
S5x TBE (pH 8,0)
- 450 mM Tris bazy
- 450 mM kyseliny boritej
- 10 mM EDTA

- peroxodisulfat aménny (APS, Fluka BioChemika, USA)

- deionizovana voda (dH,0)



- N, N, N’, N’- tetrametylénetyléndiamin (TEMED, Fluka BioChemika, USA)

- vel’kostny marker, Gene Ruler™ 100bp, Plus DNA Ladder (Fermentas, Kanada)
- 10% etidium bromid (Sigma Aldrich, USA)

- 40% akrylamid: N, N’- metylénbisakrylamid 19:1 (Fluka analytical, USA)

4.3 Pristrojové vybavenie

- binokulérna lupa (Carl Zeiss, Jena)

- centrifuga Jouan GR2022 (Thermo, USA)

- dokumentaény systém pre analyzu ELFO gélov ChemiGenius Biolmaging System
s transiluminatorom GVM20 (Syngene, GB)

- elektroforeticky zdroj napédtia, MP-500V Power Supply (Major Science, USA)

- homogenizac¢ny oscilacny mlyn MM301 (Retsch, Nemecko)

- horizontalna elektorforeticka komdrka Owl B2 (Thermo Scientific, USA)

- hybridiza¢ny inkubator, 1000 Hybridization Oven (Robbins Scientific, USA)

- chladena centrifuga Jouan CR4i (Thermo, USA)

- magneticka dosticka, 96 direct Inject Magnet (Beckman Couter, USA)

- mikrovlnna rara, Daewoo KOR 6C2B (Daewoo, CR)

- semimikro vahy, SBC 21 (Scaltec, Nemecko)

- spektrometer Nicolet ANTARIS II FT (Thermo, USA)

- stereomikroskop, SZX16 Research Stereomicroscope (Olympus, USA)

- termostat BT 120M (Laboratérne pristroje Praha, CR)

- termocyklér, C-10001y Thermal Cycler (Bio-Rad, Kanada)

- vertikalna elektroforeticka aparatira Dual Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-400-
50 (C. B. S. Scientific, USA)

4.4 Metodika

4.4.1 ZaloZenie pol’'ného pokusu

Z kazdej linie mapovacej populacie bolo 5.2.2010 sterilizovanych 12-15 semien 5 %
SAVO/1 minatu a po premyti vodou boli semend umiestnené na navlhéenli buniciti vatu
do Petriho misiek. Misky so semenami boli najskér inkubované 6 dni pri 4 °C a nasledne
cez noc pri 25 °C. Naklicené semend boli zasadené do raselinovych jiffy kvetinacov (5x5 cm),

obsahujucich pestovatel'sky substrat s hnojivom Cererit (Lovo Chemie a.s., CR) 1:70
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a 1 % Agrisorbu (Stockhausen GmbH & Co.KG, Nemecko). Jarovizécia prebiehala v skleniku
za prirodzeného osvetlenia ateplote do 10 °C. 31. marca a 1. aprila bolo pédt opakovani
mapovacej populacie vysadené do pripravenych vonkaj$ich parcel v areali UEB Olomouc
metodou latinskych Stvorcov. Zndhodnenie bolo generované pouzitim programu Scientific
Randomizer (http://randomizer.org/form.htm). Pocas rastu a dozrievania boli skdérované
sledované znaky. Tvar rastliny bol hodnoteny po 30 a 50 ditoch vysadby do vonkaj$ich parciel

a ostatn¢ znaky v obdobi mliec¢nej zrelosti a po zbere.

4.4.2 Vysokovykonna extrakcia DNA

Casti mladych listov (3 x 3 cm) zjednotlivych linii 7. monococcum L. bolo
zozbieranych do 96 jamkovych misiek a suSenych v termostate BT 120M (Laboratérne
pristroje Praha, CR) dva dni pri 37 °C. Nasledne bola prevedena homogenizacia
v oscilaénom mylne MM301 (Retsch, Nemecko) 4 min/27 Hz s dvoma sklenenymi gulickami
(0,5 cm) na jamku. Po pridani 1 ml lyza¢ného pufra k homogenizatu boli vzorky za ob¢asného
pretrepania  inkubované (1000 Hybridization Oven, Robbins Scientific, USA) 45 min
pri 65 °C a lyzat bol scentrifugovany pri 3000 rpm/10 min/4 °C (Jouan CR4i, Thermo, USA).
Do novej 96 jamkovej PCR misky bolo napipetovanych 10 pl magnetickych guliciek
(GeneFind 2.0, Immunotech), 1 pul RNazy (10 mg/ml), 100 pl supernatantu z lyzatu a 70 pl
izopropanolu (Lachema, CR). Aby sa DNA naviazala na magnetické gulicky, zmes bola
inkubovana 5 minut pri izbovej teplote. Gulicky s naviazanou DNA boli imobilizované
inkubaciou 5 min na magnete a supernatant bol odpipetovany do odpadu. Gulicky boli mimo
magnet preplachnuté 100 pl 70 % etanolu (Lachema, CR). Miska bola znovu umiestena
na magnet a po 5 minttach bol supernatant odstraneny. Tento postup precistenia DNA bol
zopakovany eSte dvakrat. Miska bola susend 10 min pri izbovej teplote. Extrahovana
a purifikovana DNA bola eluovand do 40 pl vody a po inkubécii 2 min pri izbovej teplote
bola miska na 10 min umiestnena na magnet a 38 ul roztoku purifikovanej DNA bolo

prenesenych do novej misky.

4.4.3 Agarozova gélova elektroforéza a vizualizacia DNA

Zmes 4,5g agarézy (SERVA) a300 ml 0,5x TBE bola privedend do varu
v mikrovlnnej rare (Daewoo KOR 6C2B, CR) apo ochladeni na priblizne 60 °C vliata

do pripravenej elektroforetickej komorky s vlozenymi hrebienkami (Owl B2, Thermo
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Scientific, USA). Po stuhnuti (priblizne 30 min) bola agaréza zaliata 0,5 % TBE pufrom.
Do gélu boli nanaSané vzorky vyizolovanej DNA s farbickou (5 pl DNA + 1 ul 6xSTOP C)
a5 pl markra (20 ng/ upl, Gene Ruler, 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas).
Elektroforeticka separacia DNA prebichala 30 min pri 150 V. Cast’ gélu so separovanou DNA
bola umiestnena na 45 min do misky s roztokom 0,05 % etidium bromidu (Sigma-Aldrich,
USA). Nasledne bola DNA na géli vizualizovand pomocou dokumentaéného zariadenia

(GVM20, ChemiGenius Bioimaging System, Syngene, GB).

4.4.4 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Polymerazova retazova reakcia prebichala v objeme 20 pl na jamku. Reak¢nad zmes
pre PCR obsahovala 200 uM kazdého nukleotidu, 1x PCR pufor, 1x Cresol Red, 1U Tagq
polymerazy, po 1 uM z oboch primerov, 3 ng/ ul DNA.

PCR reakcia bola prevedena v nasledujtcich krokoch (teplota a Cas hybridizacie a extenzie
pre jednotlivé  primery, vybrané na =zaklade databazy Grain.Genes 2.0,

http://wheat.pw.usda.gov/GG2, st uvedené v Tabulke ¢.4):

1) denaturacia 95 °C - 5 min

2) 40 cyklov: denaturacia 95°C-30s
hybridizacia primerov vid’. Tabul'ka ¢.4
extenzia 72 °C-30s - 1 min

3) zaverecna extenzia 72 °C - 10 min

4.4.5 Nedenaturujuca polyakrylamidova gélova elektroforéza

Priprava gélu (4%, 6%)

Gél bol pripraveny zmieSanim 5x TBE pufra, 40 % akrylamidu
s metylenbisakrylamidom v pomere 19:1, deionizovanej vody, TEMEDu a 10 % APS.
Pomer jednotliych zloziek zavisel od hustoty gélu (Tabulka ¢.3). Roztok bol naliaty medzi 2
skla (500 x 220 mm) a po nasadeni hrebienka tuhol gél hribky I mm 30-45 minut.

Precistenie gélu a jeho nasytenie etidium bromidom
Stuhnuty gél bol aj so sklami preneseny do vertikalnej elektroforetickej komorky
(Dual Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-400-50, C. B. S. Scientific, USA),

naplnenej v katodovej] aj anoddovovej vanicke 0,5x TBE pufrom (cca 900 ml).
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Nasledne bol z gélu odstraneny hrebienok. V spodnej anddovej vanicke elektroforetickej
komorky bolo k pufru pridanych 10 pl etidium bromidu (10 %, vysledna koncentracia
v roztoku 0,001 %), ktory vplyvom elektrického napétia nasytil gél. Prerun prebiehal 45 - 60
min pri 300 V.

Tabulka ¢.3: Pomer jednotlivych zloZiek na pripravu 4% a 6% gélu (150 ml)

Chemikalie Objem pre Objem pre

a roztoky 4% gél 6% gél
40% akrylamid : N, N'-
metyleljlrgisakrylamid (19:1) 15 ml 22,5 ml
5x TBE pufor 15 ml 15 ml
TEMED 110 pl 110 pl
10% APS 1 ml 1 ml
dH,O doplnit’ do 150 ml | doplnit’ do 150 ml

Elektroforeticka separacia a vizualizacia DNA

Do prvej a poslednej jamky bolo napipetované po 5 pl markra (20 ng/ul, Gene Ruler,
Fermentas) a do ostatnych jamiek v objeme 1-8 pl jednotlivé naamplifikované vzorky DNA.
Elektroforéza prebiehala 0,5-2h pri napiti 350 V (v zavislosti od dizky delenych fragmentov
DNA). Nasledne bol gél vyfoteny v dokumentatnom zariadeni ChemiGenius Biolmaging

System (Syngene, GB).

4.4.6 Doplnenie genetickej mapy

Genetickd mapa poskladana v diplomovej praci Mgr. Klocovej (2009) a bakalarske;
praci Be. Vanzurovej (2010) bola doplnena o d’alsie SSR a génové markry (Tabulka 4).
Genotypy linii mapovacej populacie pre jednotlivé markry boli porovnané s mapovacim
martixom jednotlivych chromozémov a predpokladand pozicia markeru bola odhadnuté
na zdklade minimalneho poctu moznych rekombindcii. Ziskané pozicie boli verifikované
programom JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006). Ak frekvencia rekombindcii bola menSia
ako 0,4 a LOD skore vicsie ako 1, bola potvrdend pritomnost’ vdzby medzi markrami.
Prepocitanie veli¢in bolo prevedené po pridani kazdého markra s ohladom na tri pril'ahlé
markre (ripple). S vyuzitim funkcie Kosambi (Kosambi, 1943) bola medzi markrami
odhadnuta geneticka vzdialenost’ a na identifikovanie vizbovych skupin bola pouzitd metdda

regresného mapovania.
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Tabulka ¢.4: Markry s primermi (Grain.Genes 2.0, http://wheat.pw.usda.gov/GGG?2),
podmienky PCR reakcie (teplota a ¢as nasadania)

Marker Sekvencia primeru Teplota a ¢as
Forward (F), Reverse (R) nasadania primerov

v |EAGMSTEACMSTION | s i
Abg 72 | | CGA TGC TGG TTC GGT CAT AC s0c-30s
Bed 981 | Bl CTTGCTTCITAGGCCTOGTG s0°c-305
KsuD23 | 1 TG AAA TCG ACA GOA TTA GGA s0c-30s
KSUEIS | b A6 CAC CGA CAT GGT CAC CC s0c-30s
Rpe FIRS | | (10 TAG AGA ANCCAA AACCTC CAR | 35°C-305
Rpe FIRY | |76 AAG ATT ATG ACA CCC AGA 5°C- 305
rosrans | U ACAOMIAICA GTAA | s
Rpg FSRS | 3 GG TTC CTC GTT GCA TGT AT 5°C-305

4.4.7 Fenotypovanie

Hodnotenie fenotypov bolo prevedené na 87 liniach generacie Fjy z mapovacej
populécie RILs. Bolo sledovanych desat’ fenotypovych znakov, funk¢éne zadelenych do troch
kategérii: agronomicky vyznamné znaky (obsah proteinov v zrne, rozpadavost klasu,
vyska rastliny), morfologické znaky (chlpatost’ listov, rozkladitost’ trsu), znaky pre vynos
(dizka klasu, pocet klaskov na dizku klasu, pocet klaskov na klas, podet odnoZi, priemerna
hmotnost’ zrna).

Agronomicky vyznamné znaky

a) obsah proteinov v zrne - pre kazdu liniu spektrometrické meranie obsahu
dusika v 1g suSiny semien pristrojom Nicolet ANTARIS II FT (Thermo
Scientific, USA)
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b)

rozpadavost’ klasu - zrelé klasy z kazdej rastliny boli najskor zozbierané do
papierovych vreciek a susené 1 tyzden pri izbovej teplote. Nasledne boli klasy
prehlasené¢ za rozpadavé alebo nerozpadavé, ak k oddeleniu klaskov od
centralneho vretena klasu doSlo bud’ samovolne uz pocas zbierania alebo

vplyvom slabého mechanického tahu klaskov od vretena klasu.

Znaky pre vynos

a)

b)
c)

d)

diZka Kklasu - meranie od bazy klasu po posledny kvietok (bez osti) u piatich
najstarSich klasov u kazdej rastliny s presnostou na 5 mm

hustota klasu - podiel poétu klaskov a dizky klasu u jednotlivych linii

pocet klaskov na klas - pocitanie u piatich najstarSich klasov pre kazdu
rastlinu, namerané hodnoty boli pre jednotlivé linie spriemerované

pocet odnozi (klasov) - stanovenie poctu stebiel vo vyske 20-30 cm
nad zemou

priemerna hmotnost’ zrna - vazenie 100 vylapanych zin zbavenych pliev
z kazdej linie s presnostou na mg, bol stanoveny podiel hmotnosti zin

k ich poctu, ¢iZe priemerna hmotnost’ jedného zrna z konkrétnej linie

Morfologické znaky

Z morfologickych znakov bola podrobend fenotypizacii vyska rastliny, rozkladitost’

trsu a chlpatost’ listov. Analyza pre jednotlivé hodnotené znaky je detailnejSie popisand nizsie.

VyS$ka rastliny - meranie v dobe mlie¢nej zrelosti od povrchu zeme po posledny kvietok

najvyssieho klasu s presnostou do 5 mm

Rozkladitost® trsu (tvar rastliny) - vizudlne hodnotenie trsov listov rastlin eSte

pred vyrastenim stebiel s klasmi - hodnotenie podl'a péat'stupniovej skaly (Obrazok ¢.10):

1))
2)

3)

4)
5)

kompaktny trs len so vzpriamenymi listami a steblami (Obrazok ¢.10 A)

trs kompaktny len pri bazy rastliny, so zvySujucou sa vzdialenostou od bazy

rastliny kompaktnost’ trsu klesa (tvar pismena V, Obrazok ¢.10 B)

malo kompaktny trs s viditelnym rozloZzenim listov a stebiel rozne v priestore

(Obrazok &.10 C)

trs s va¢sinou vodorovne leziacich listov (Obrazok ¢.10 D)

plochy trs len s listami leZiacimi na zemi (Obrézok ¢.10 E)
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Obrazok €. 10: Porovnanie piatich typov rozkladitosti trsu vyskytujicich sa u rastlin 7.

monococcum L.

A) Kompaktny trs len so vzpriamenymi listami a steblami, charakteristicky pre 7. monococcum L. subsp.
monococcum cv. DV92 B) Trs kompaktny len pri bazy rastliny, so zvySujucom sa vzdialenostou od bazy
rastliny kompaktnost’ trsu klesa (tvar pismena V) C) Malo kompaktny trs s viditelnym rozlozenim listov
a stebiel rézne v priestore D) Trs s vdcsinou leziacich listov E) Plochy trs len s listami leZiacimi na zemi, typicky
pre T. monococcum L. subsp. aegilopoides cv. G3116

Analyza ochlpenia listov pSenice

Z kazdej rastlinnej linie boli ndhodne vzaté 3 posledné listy (flag leaves). Na kazdom
liste z adaxialnej strany boli poc¢itané chlpy na 3 plochach, kazda o rozlohe 8 mm x Sirka listu.
Oblasti na pocitanie chlpov pozdiz listu boli sice umiestované nahodne, ale vzdy
do vzdialenosti 1/3 az 1/2 listu od jeho bazy. V tychto miestach sa Sirka listu eSte nezacinala

vyrazne zuzovat a dosahovala priblizne rovnakt velkost. Tymto systémom fenotypovania
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sa zaruCilo ziskanie dat z priblizne rovnakych ploch pre konkrétny list. Pocet chlpov
na jednotku plochy sa stanovoval pod lupou (Carl Zeiss, Jena) manualnym pocitanim.
Aby sa predoslo skresleniu vysledkov do pocitania neboli zahrnuté trichomy vyskytujuce
sana Cepeli listu, pretoze su nachylnesie k vylomeniu, v porovnani s chlpmi vyskytujucimi
sana ploche listu. TaktieZ neboli zapoéitané drobné chipky tvoriace stvisly porast,
vyskytujuci sa rovnako u oboch rodi¢ov. Priklad rdznorodosti ochlpenia listov je ukazany

na Obrazku &.11.

Obrazok ¢.11: Porovnanie chlpatosti listov u vybranych linii 7. monococcum L.

Listy su fotené pri zvacSeni 1x (stereomikroskop SZX16, Olympus, USA). A) Na vyseku z listu RIL ¢. 113 s
viditeI'né kratke husté chlpy. B) Husté ochlpenie s dlhymi chlpmi sa vyskytuje napriklad u linie ¢. 180. C)
Obrazok znazornujuci dlhé chlpy s nizkou hustotou u rodi¢ovskej rastliny 7. monococcum L. subsp. aegilopoides
cv. G3116. D) Pre T. monococcum L. subsp. monococcum cv. DV92 je charakterirticka bezchlpovost'.
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4.4.8 Analyza QTLs

Udaje o fenotype rastlin 7. monococcum L. boli zozbierané a prevedené do tabuliek
v programe Microsoft Office Excel 2007, kde boli v pripade potreby pocitané jednoduché
matematické operdcie, v zavislosti od typu zozbieranych udajov. Nasledne boli data
podrobené analyze, ktoru previedol Ing. Tibor Sedlackek pomocou programu R/Qt/ (Broman
et al., 2003). Na detekciu lokusov s kvantitativnymi znakmi bolo pouzité jednoduché

mapovanie pomocou intervalu.

4.4.9 Pouzité programy

Namerané a experimentalne ziskamé udaje na vytvorenie genetickej vdzbovej mapy
aprevedenie QTL analyzy boli spracované s pouzitim nasledujucich pocitaCovych
programov:

- tvorba genetickej vizbovej mapy - JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006)

- spracovanie fenotypickych tdajov, jednoduché statistické metddy - Microsoft
Office Excel 2007

- detekcia vyskytu lokusov s kvantitativnymi znakmi - R/Qtl (Broman et al.,
2003)
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5. VYSLEDKY

S navédznostou na diplomova pracu Mgr. Klocovej (2010) boli pridané vysledky
fenotypovania d’alSej sezony, aby verifikovali identifikované lokusy ovplyviiujliice sledované
kvantitativne znaky na mapovacej populécii z kriZzenia kultivovanej formy 7. monococcum L.
subsp. monococcum cv. DV92 s divokou formou 7. monococcum L. subsp. aegilopoides cv.
G3116. Taktiez bola na tejto populécii optimalizovanad metodika hodnotenia chlpatosti na
»flag® listoch a roz§irené spektrum sledovanych znakov o pocet odnozi na rastlinu a hustotu

klasu.

5.1 Analyza QTL

Boli hodnotené 3 agronomicky (obsah proteinov v zrne, rozpadavost' klasu, vyska
rastliny), 2 morfologicky (chlpatost’ listov, rozkladitost’ trsu) vyznamné znaky a 5 prvkov
vynosu (dizka a hustota klasov, pocet klaskov na klas, poet odnozi, priemerna hmotnost
zrna). Zozbierané data boli pre kazdy kvantitativny znak samostatne spracované programom
R/Qtl (Broman et al., 2003). Vystupom z programu bol graf, uréujuci hodnotu LOD skora
pre jednotlivé piky aich umiestnenie na chromozoémoch s tabulkou troch markrov
s najsilnejSou asociaciou k danému znaku. Nésledne boli na chromozémoch porovnané
polohy pikov, so Statisticky vyznamnym LOD skore, zo zberu dat medzi rokmi 2009
(Klocova, 2010) a2010 pre jednotlivée QT lokusy. Celkovo bolo na 7 chromozémoch
A genému zamapovanych 15 QT lokusov, najviac na chromozéme 2A™ (4 QTLs).
Umiestnenie jednotlivych mapovanych lokusov pre hodnotené kvantitativne znaky
je zakreslené v Obrazku ¢.21. Jedine fenotypovanie rozkladitosi trsu v oboch rokoch
neprinieslo udaje umoznujiice zamapovanie tohto znaku do genoému 7. monococcum L.

Lokus ovplyviiujici obsah proteinov vzrme (QGpc) bol na zdklade analyzy
zo zozbieranych dat v roku 2010 (DArT markry 348882 a 469420) detekovany priblizne
v druhej tretine chromozomu 5A"™, v oblasti 66,7 - 68,7 ¢cM (markry 348882 a 469420,
Obrazok ¢.21). I ked’ v grafe z roku 2009 neboli data pre pik v tejto polohe na chromozdéme
5A™ signifikantné, v roku 2010 uz boli Statisticky vyznamné, len s 5% pravdepodobnost'ou
vyskytu falosnych pozitiv (Obrazok ¢.12 B).

Rozpadavost’ klasu (QSh), ako dalsi zagronomicky vyznamnych znakov,
bola zamapovana na chromozom 3A™ a 7A™ v oblastiach 38-45,1 ¢cM (DArT markry 861753,
470263) a 84,7 cM (DArT marker 469732, Obrazok ¢.21) len s 5 % pravdepodobnost'ou

vyskytu falosSnych pozitiv pre oba chromozémy (Obrazok ¢.13 B). Na zéklade udajov z roku
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2009 piky v uvedenych oblastiach na chromozéme 3A™ a 7A™ neprekrocili hodnotu LOD
tresholdu (Obrazok ¢.13 A).

Lokus vplyvajaci na vysku rastliny (QHt) bol na zaklade signifikantnych vysledkov
z roku 2010 zamapovany na chromozém 2A™ v oblasti 52,3-56,0 cM (DArT markry 376273-
861777, Obrazok ¢.21) a 3A™ v oblasti okolo 43,8 ¢cM (DArT marker 377119, Obrazok ¢.21).
Data ziskané v roku 2009 neurcili lokalizdciu QHt so Statistickou vyznamnost'ou v rovnakej
Casti chromozému 2A™ ani 3A™ (Obrazok ¢.14, Obrazok ¢.21).

QTL pre dizku klasu (QEI) bol tiez zamapovany na dva chromozémy, 2A™ (52,3-56,0
cM, DArT markry 376273-861777, Obrazok ¢.21) a4A™ (38,4-38,9 c¢cM, DArT markry
345359-861787, Obrazok ¢.21). V grafe pre rok 2010 data preukézali Statistickll vyznamnost’
prekro¢enim LOD tresholdu (Obrazok &.15 B), &im bol potvrdeny vyskyt QTL pre dizku
klasu na oboch chromozomoch. V grafe pre rok 2009 sa sice sledované piky vyskytovali len v
podobnej oblasti chromozému 4A™, ale data neboli signifikantné (Obrazok ¢.15 A).

Na zéklade hodnotenia fenotypu zroku 2010 bol zamapovany vyskyt lokusu
uréujuceho pocet klaskov na klas (QSpn) na chromozém 1A™ voblasti 1156 c¢cM
(SSR marker Mwg503 180bp, Obrazok ¢.21). Sledovany piky v grafe zroku 2009
na chromozéme 1A™ vykazoval rozdielnu polohu oproti grafu z roku 2010 (Obrazok ¢&.16
A, B).

Dalsi kvantitativny znak, ovplyvilujlici vynos, bol zamapovany na dvoch
chromozémoch - 2A™ a 5A™. Lokus pre priemernii hmotnost’ zrna (QTgw) bol na zéaklade
signifikantnych dat z oboch rokov (Obrazok ¢.17 A, B) pre oblast okolo 34 cM (DArT
marker 470029, Obrazok ¢.21) zamapovany na chromozém 2A™. Zozbierané fenotypové
udaje naznacili v grafe pre rok 2009 vyskyt piku na chromozoéme 5A™ (Obrazok ¢.17 A),
ale zamapovanie QTL pre priemernti hmotnost’ zrna bolo potvrdené az na zéklade Statisticky
vyznamnych dat z roku 2010 (Obrazok ¢.17 B , 114,4-114,5 cM, DArT markry 469467,
470190, Obrazok ¢.21) .

Pocet odnozi u rastlin (QTn), ako jeden z vyznamnych znakov pre vynos v sledovanej
mapovacej populdcii, odpovedd poctu klasov na rastlinu. Odnoze, ktoré by neprodukovali
klas, neboli u pSenice jednozrnovej pozorované. Tento znak bol zatial hodnoteny len v roku
2010. U zozbieranych dat hodnota LOD skoére prekrocila hodnotu LOD tresholdu na troch
chromozomoch (Obrazok ¢.18 A). Lokus ovplyviiujici po€et odnozi bol tak mapovany
na chromozémy 1A™ (30,5-30,7 ¢cM, DArT markry 348257, 372403, 372720, 377654,
Obrazok ¢.21), 4A™ (zatiatok chromozomu az 8,4 cM, DArT markry 120684, 470366,
Obrazok ¢.21) a 6A™ (73,8 cM, DArT marker 862073, Obrazok ¢.21).
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Podobne aj hustota klasu (QSd), bola hodnotena len pre rok 2010. Déata boli Statisticky
vyznamné len pre chromozém 2A", s pravdepodobnst'ou vyskytu chyby do 5 % (Obrazok
¢.18 B). Lokus pre hustotu klasu bol tak zamapovany na chromozome 2A™ v oblasti priblizne
40,1 - 43,7 cM (DArT markry 119873, 469293, Obrazok ¢.21).

Poslednym detekovanym lokusom s kvantitativnym znakom je lokus ovplyviiujici
chlpatost’ listov (QHI). Vzhl'adom z vytvoreniu novej metodiky fenotypovania je vysledok
popisany detailnejSie. V roku 2009 bol tento fenotyp hodnoteny len na zaklade vizualneho
pozorovania a zaznamendvana ako kvalitativny znak = pritomnost’ ¢i nepritomnost’ chlpov.
Fenotypizacia v roku 2010 bola presnej$ia a pozostavala z pocitania jednotlivych chlpov
v urenych oblastiach listu. V grafe hodnotiacom zozbierané udaje z roku 2009 (Obrazok ¢.19
A) prekro¢ilo LOD skére LOD treshold len udvoch chromozomov, 3A ao6A,
s pravdepodobnostou vyskytu faloSnych pozitiv v datach do 63%. Na zaklade fenotypizacie
zroku 2010 (Obrazok ¢.19, B) boli stanovené sice 4 piky prekracujuce LOD treshold,
ale len poloha piku na chromozéme 3A sa zhodovala s umiestnenim piku v grafe z roku 2009.
NavySe udaje, umoznujuce vytvorenie tohto piku, sa preukazali ako Statisticky velmi
vyznamné, s pravdepodobnostou vyskytu chyby maximélne 5%. Tym bol stanoveny vyskyt
lokusu ovplyviiujuceho chlpatost’ listov na chromozome 3A™ v oblasti 53,3 ¢cM (DArT
markry 119686, 860851, Obrazok ¢.21).
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Obrazok ¢.12: Grafy (A, B) popisujtice hodnoty LOD skéra pre obsah proteinov v zrne

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré §ipky poukazuju v oboch grafoch na piky s rovnakou polohou na chromozéme 5A™. V grafe pre rok 2010
data preukazali Statisticki vyznamnost prekroc¢enim LOD tresholdu, ¢o naznacuje vyskyt QTL pre obsah

proteinov v zrne na chromozdome 5A™.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - obsah proteinov v zrne.
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B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - obsah proteinov v zrne.
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Genetické markry
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Obrazok ¢.13: Grafy (A, B) popisujice hodnoty LOD skéra pre rozpadavost’ klasu

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré §ipky poukazuju v oboch grafoch na piky s rovnakou polohou na chromozéme 3A™. V grafe pre rok 2010
data preukazali Statistickil vyznamnost’ prekro¢enim LOD tresholdu, ¢o naznacuje vyskyt QTL pre rozpadavost
klasu na chromozome 3A™.

Cervené §ipky ukazujt na piky, ktoré vdaka zhodnej lokalizacii na chromozome 7A™ a aj prekrodenim LOD
tresholdu v grafe pre rok 2010, ¢o naznacuje umiestnenie d’alSieho QT lokusu pre rozpadavost klasu.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - rozpadavost’ klasu.

____________________________________ aThmshold s 0830 __ o ___________

5 rd

LOD skore

1 2 3 4 5 & T
Genetické markry

B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - rozpadavost’ klasu.
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LOD skére
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Obrazok ¢.14: Grafy (A, B) popisujice hodnoty LOD skéra pre vySku rastliny

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré Sipky poukazujii v oboch grafoch na piky srovnakou polohou na chromozéme 2A™. Statisticka
vyznamnost’ v§ak bola preukdzana len u dat ziskanych v roku 2010 prekro¢enim LOD tresholdu, ¢o naznacuje
vyskyt QTL pre vysku rastliny na chromozdme 2A™.

Cervena §ipka v grafe pre rok 2010 ukazuje na pik, ktory prekroenim 0,05 LOD tresholdu stanovili s vysokou
Statistickou vyznamnost'ou umiestnenie d’alsieho QT lokusu pre vySku rastliny na chromozome 3A™. V grafe
pre rok 2009 na chromozdéme 3A™ sa sice vyskytoval pik potvdzujuci signifikantnist’ dat (Cervena Sipka),
ale jeho lokalizacia nebola zhodna s polohou lokusu v grafe pre rok 2010.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - vyska rastliny.

- P SRR RPN MNP P [ oTheshold 2 0630 ________ . _______

1 2 3 4 5 & 7
Genetické markry

B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - vyska rastliny.
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Obrazok ¢&.15: Grafy (A, B) popisujice hodnoty LOD skéra pre dizku Kklasu

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré §ipky poukazuju v oboch grafoch na piky s rovnakou polohou na chromozéme 2A™. V grafe pre rok 2010
data preukazali $tatistickil vyznamnost’ prekroéenim LOD tresholdu, ¢o naznaduje vyskyt QTL pre dizku klasu
na chromozéme 2A™.

Cervené $ipky ukazuju na piky, ktoré vd’aka zhodnej lokalizacii na chromozoéme 3 a 4 a prekrotenim LOD
tresholdu v grafe pre rok 2010, nazna¢uju pritomnost’ d’alich QT lokusov ovplyviiujicich dizku klasu.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - dizka klasu.

. e

LOD skore

0.0 0.31 0.62 0.93
| | | |
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B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - dizka klasu.

1 2 3 4 5 & 7

Genetické markry
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Obrazok ¢.16: Grafy (A, B) popisujuce hodnoty LOD skora pre pocet klaskov na klase

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré S$ipky poukazuji v oboch grafoch na piky s priblizne rovnakou polohou na chromozome 1A™.
Statistickd vyznamnost bola preukézan u dat ziskanych z roku 2010 prekrodenim LOD tresholdu, o naznaéuje
vyskyt QTL pre pocet klaskov na klas na chromozome 1A™.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - pocet klaskov na klas.
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o S S A oThesold: 0900 _____L_____
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B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - poéet klaskov na klas.
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Obrazok ¢.17: Grafy (A, B) popisujice hodnoty LOD skéra pre priemerni hmotnost’
zrna prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré $ipky poukazuji v oboch grafoch na piky s rovnakou polohou na chromozome 2A™. V grafoch pre oba
roky data preukazali Statistickdlt vyznamnost prekrocenim LOD tresholdu, ¢im bol potvrdeny vyskyt QTL
pre priemernt hmotnost’ zrna na chromozéme 2.

Cervené §ipky ukazujt na piky, ktoré vdaka zhodnej lokalizacii na chromozoéme 5A™ a aj prekrodenim LOD
tresholdu v grafe pre rok 2010, stanovili umiestnenie d’alSiecho mozného QT lokusu ovplyviiujuceho priemernti
hmotnost’ zrna.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - priemerna hmotnost’ zrna
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B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - priemernd hmotnost’ zrna

O S 1 oTheshwld 0050 _____ N _____

LOD skore

Genetické markry

53



Obrazok ¢.18: Grafy (A, B) popisujice hodnoty LOD skéra pre pocet odnoZi a hustotu

klasu prislichajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré¢ Sipky ukazuji v oboch grafoch na piky, na zéklade ktorych, vd’aka signifikantnym datam, bola stanovena
poloha QT lokusov na chromozémoch 1A™, 4A™, 6A™ pre poet odnozi ana chromozéme 2A™ lokus

ovplyviiujuci hustotu klasu.

A) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - poéet odnozi
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B) Udaje z roku 2010 pre kvantitativny znak - hustota klasu
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Obrazok ¢.19: Grafy (A, B) popisujiuce hodnoty LOD skéra pre chlpatost’ listov

prisluchajuce jednotlivym genetickym markrom na chromozémoch

Modré $ipky poukazuju v oboch grafoch na piky s priblizne rovnakou polohou na chromozéme 3A™. Statisticka
vyznamnost’ bola preukdzana u dat ziskanych z oboch rokov prekrocenim LOD tresholdu, ¢im bol potvrdeny
vyskyt QTL pre chlpatost’ listov na chromozdéme 3A™.

A) Udaje z roku 2009 pre kvantitativny znak - chlpatost’ listov.
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5.2 Molekularne markry pre zahustenie 7. monococcum L. mapy

Na zahustenie genetickej mapy 7. monococcum L. bolo pouzitych 28 STS markrov
z toho 8 uspesne (Tabulka ¢.5). Tieto zamapované markry vykazovali na 4% pripadne 6%
polyakrylamidovom géli od jedného do pit polymorfnych fragmentov (Obrazok ¢.20).
Vsetky detekované polymorfizmy boli dominantné. ZvySnych 10 markrov nebolo
zamapovanych dosledkom monomorzifmu alebo nejednoznacného  polymorfizmu

(vyskyt artefaktov) medzi rodi€ovskymi liniami.

MABHK
500 bp
400 bp 380 bp
300 bp
270 bp
200 bp
140 bp
110 bp
100 bp
90 bp

Obrazok ¢.20: Priklad multilokusového polymorfizmu STS markra Mwg 584 na 6%
polyakrylamidovom géli

M - velkostny marker Gene RulerTM100bp, Plus DNA Ladder (Fermentas, Kanada), A - rodi¢ Dv92, B - rodi¢
G3116, H - heterozygot (vznik zmieSanim DNA z oboch rodic¢ov), K - negativna kontrola. Na pravej strane
je §ipkami oznaGenych 5 polymorfnych dominantnych fragmentov a ich velkost’ (bp). Sipky nalavo zvyraziiuji
velkostné fragmenty pouzitého markra.
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5.3 Geneticka vizbova mapa

Na vytvorenie genetickej mapy 7. monococcum L. bolo k vysledkom z diplomove;j
prace Mgr. Klocovej (2010) a bakalarskej prace Bc. Vanzurovej (2011) doplnenych d’alsich
8 SSR markrov (Tabul’ka ¢.6), po jednom na chromozomy 2A™ a 3A™, dva na chromozom
5A™ astyri na chromozom 7A™. Multilokusovy marker Rpg FIR5 mapoval na dvoch
chromozémoch 5A™ a 7A", zvy$né markry boli zamapované vzdy len na jednom
chromozome. Na usporiadanie markrov na chromozémy bol pouzity program JoinMap 4
(Van Ooijen, 2006) s pouzitim vysSej presnosti na zamapovanie markrov oproti mape z roku
2010 (Klocova, 2010).

Celkova dizka mapy 7. monococcum L. na siedmych chromozémoch dosiahla hodnotu
841,7 cM (Tabulka ¢&.5). Celkovo bolo zamapovanych 648 markrov ztoho 537 DArT,
56 STS, 16 SSR, 28 IRAP, 7 markrov odvodenych z BAC koncovych sekvencii a4 gény
zo pSenice (Br-Al, Vrn 1,2,3). Priemerna vzdialenost medzi susednymi markrami bola
1,3cM (Tabulka ¢&.5). Najkrat$i chromozém 4A™ bol ztohto priemerovania vyradeny,
z dovodu pritomnosti medzery (Obrazok ¢.21). U ostatnych 6 chromozémov boli uréené
vizbové skupiny bez medzier, no orientacia chromozdémov a poloha centroméry nebola zatial
stanovend. Najdlh§im chromozoémom s najva¢§im poctom zamapovanych markrov (152)

bol chromozom 7A™ (Tabul’ka ¢.5, Obrazok ¢.21).

Tabulka &.5: Dizka chromozémov [cM], pofet zamapovanych molekularnych markrov
a ich priemerna vzdialenost’ na gentickej véazbovej mape 7. monococcum L.
(pridané vysledky z diplomovej prace Klocovej, 2010)

N Potet zamapovanych Priemerpé vzdia!en‘ost’
Chromozém Dizka [cM] markrov medzi suse.dnyml
T. monococcum T Tl (6]
Dosiahnuté Klocova Dosiahnuté Klocova Dosiahnuté Klocova
vysledky (2010) vysledky (2010) vysledky (2010)

1A™ 117,7 121,526 90 102 1,3 1,2
2A™ 130,3 157,085 79 93 1,7 1,7
3A™ 123,6 114,73 99 111 1,3 1,0
4A™ 65,9 83,46 56 49 - 1,7
5A™ 158 117,685 98 89 1,6 1,3
6A™ 80,5 124,945 74 69 1,1 1,8
TA™ 165,7 108,607 152 115 1,1 0,9
Spolu 841,7 828,038 648 628 1,3 1,3
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Tabulka ¢.5: Markry, sekvencie primerov s podmienkami a ¢asom nasadania, pripadna

lokalizacia na chromozomoch 7. monococcum L.
Zamapované markry maji v nazve uréeni aj velkost polymorfného fragmentu v bp (nazov markru_dizka
polymorfného fragmentu), ostatné markry neboli zamapované na 7. monococcum L. v dosledku vyskytujiceho
sa monomorfizmu alebo nejednoznacného polymorfizmu. Sekvencie primerov st ziskané z Grain.Genes 2.0
(http://wheat.pw.usda.gov/GGQG2).

Sekvencia primeru

Teplota a ¢as

bETLS: Forward (F), Reverse (R) l;)isii?;l:)ij CRELDZUT
R A I R B
s | E OGNSR ONCE a | e | o
e | LIQOCOTTOCTOTICTC | weon |
s | L OOCOMMAGRIOROMOM T | s
wmgss | | OATICTIO QA CAGAGC 00 s
wers w0 | L OCORANSRRMOT | e |
v || 00O AT OORGATEONT | o
wpsrans o0 | | IOCACON ATACATER SRR | e o
s | LIRSS | e |
e [EAMOTENGASTION e |
: S
wewa | LOAGISSA TR TR e |
s | LTI AT wem | s
mama | LSRRG wem |
Kwps | EASCCACIGHGAARAT | e | 3
owps | LIAGCOTTICTATEGTS. | weon | s
. S|
KsuGM | 5 GAG CAGTAG GOT AAA GTAAG 45°C- 1S min 2
MwESB | b CGA GGT TTA CCC TG AGA CG 50°C -30s 2
RPEFIRS | 170 TAG AGA AAC CAA AAC CTCCAA | 55°C 305 S
Rpg FIR4 g: GGC CAA AGA GGA GAA GAA GG 55°C - 30s g

: TGC AAG ATT ATG ACA CCC AGA
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Chromozom 1A™

822

856

897
90.3
91.0
95.9

96.5

97.2
g95.8
95 1

108.2
108.3
109.5

109.8

110.7
115.6
115.9
117.0
117.3
115
1177

III-II|I

\

2l

N/

7N

119840

470651

861659

1185189

469160 408264
459981

116308

116332

116410 861870
Psri19_F2R5_1000bp
116490

470158 IRAP1108_2000bp
470330

116788
377173378503
Abg55_590bp
861281

470350

377159
IRAP3136_900ph
381049

861936

860736 470598
8615894

469154

348257 372720
377654

372403

861637

861500
Psr119_F3R5_180bp
861083

861961
Irap892_1050bp
861475
Abg459_150bp
ABGSE5_180bp
IRAP3117_7B0bp
470156 468442
860753

468585 460147
470634

861232

ATETTT

470427

860845
IRAP3116
Abgd_110bp Abgd71_230bp
377022

861990 460677

377113

Abgb5_110bp

QTn.ieb.1A

18N19_100bp

862151

374765
469941
378029
344017
117098 116934
115422 116683
119672
469997
120409

116616
Abgd4_350bp
469544
861424 862074
469331861793
116054
Mwg503_180bp
861096

SMP

470347 469623
375042
860819

QSpn.ieb.1A

Obrazok ¢.21:

monococcum L.
Mapa T. monococcum L. je tvorend 7 chromozémami, s celkovou
dizkou 841,7 cM, so 648 zamapovanymi markrami a 15 QTLs.
Vzdialenosti medzi markrami (cM) st zobrazené na lavej strane
a ich ndzvy na pravej strane kazdého chromozému. Zaciatok nazvu
markrov suvisi sich povodom. IRAP markry st oznacené¢ IRAP
(identifikaéné &islo) dizka polymorfného fragmentu, DArT markry
znacené Sestmiestnym identifikacnym Cislom a zvy$né zamapované
lokusy st SSR, STS a génové markry s velkostou polymorfného
fragmentu. Na mape je po pravej strane chromozoémov vyznaceny
rozsah 15 lokusov s nasledujicimi kvantitativnymi znakmi:

QO pocet odnozi (Tn) @ rozpadavost’ klasu (Sh)

@ pocet klaskov na klas (Spn) O vyska rastliny (Ht)

O dizka klasu (El) Q© chlpatost’ listov (HI)

@ hustota klasu (Sd) @ priemerna hmotnost’

@ obsah proteinov (Gpc) zrna (Tgw)

Geneticka vizbova mapa T.

Chromozom 4A™ - 1. &ast’

0.04 470366 =
8471 [r120884 -
1037\ /I 120696 =
1091 [ fr 469729 =
e "rfagﬁg? 450bp Barc106 =
4l |§]'rap1107_450bp Barc
12378 Cfd‘?1 o
il | 376937 470115
122~ 160848
12.5 —4=h1470550 861910
12,74 K- 377078
12.8 469701
13.2400 |8 373941
13.97 WmcEo
14.5 4[|l 376433
14.7 470659
14.9 375894
17548\ 116046
2357 1376419861141
26.0 470305 469821
2654 |l 376365
2714 |- 378853
2814 376875861218
30.3 I\ 470207
| 377177 860843
30.8 %Cfa21?3 :rf'
383" - 346232 B
i {4?0031 345350 |2
: 470389 861787 |2
38.9 i 470470 =
433 470515 o
446 Gwm494
4964 (W 116560
548 K 11470495 469328
58,04/ \l-469181
59.04 \-470258
85.9 860944
0.0 1861930 862233
50 | 861748 119480
Chromozom
4A™ - 2. &ast’
149 gwm3a7
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Obrazok ¢.21 (pokracovanie):

Chromozom 2A™

QTgw.ieh.2A

QSdieb.2A

QHt.ieh.2A

QFELieb.2A

0.0~ _— 348404
06 861492
1.1 862117
53 115342
105 |862172 381522
150 49570
163 172436
170 348408
185 TT— 862026
212~— 860799
217 470479
237 375843
25.1 115227
27.4 861112
0.1 469588 376071
317 IRAP1108_550bp
134 Irap3122_390pb
42 —— 470020
9.1 Mwg2053_150bp
01~ isara
40.4 119801
405 119890 376451
408 120270 KsuG10_1608p
120680 376266
40.9 1\ 1450773
47 Abg55_80bp
420 Abg55_240bp Irap2109450ph
374/ J—] \\-453203
443 469636
475 861836
518~ A\ Mwg2018_20p0
523 _/ \ 376273
56.0 861777
60.4 L~ 119753
61.6 261914
AT0D0G1 851506
6.8 — 246202 469753
63.9 119652
1\ [470214 115472
66.2 861780 861769
1\ l47000s
66.3 861098 Wgd64_350bp
69.9 / \_ KsuG34_350bp
735 Abgd_300bp
77.9 470520
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Obrazok ¢.21 (pokracovanie):
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Obrazok ¢&.21 (pokracovanie): Chromozém 7A™
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6. DISKUSIA

Pouzitim 96 F,, RIL linii mapovacej populacie z krizenia kultirnej a divokej formy
pSenice jednozrnovej bolo v naSej praci na 7 chromozémoch A™ gendmu zamapovanych 15
QT lokusov pre 10 fenotypovanych znakov. Mapované QT lokusy st vysledkom
fenotypovacieho pokusu na jednej lokalite v dvoch sezonach a to 2009 (Klocova, 2010)
a2010. Obdobne, na podobnej populacii z F;p RIL mapovacej populacie 7. monococcum L
(Hori et al. 2007) bolo po dvoch sezénach 2003 a 2004 na jednej lokalite identifikovanych 24
QT lokusov ovplyvitujucich 10 fenotypovanych znakov. V tych to dvoch pracach bolo mozné
porovnat’ 4 znaky (priemerna hmotnost’ zrna, dizka klasu, pocet klaskov na klas a chlpatost’
listov).

Vynos ako najdélezitejsi agronomicky znak bol mapovany v mnohych stadidch vSak
jeho dedivost’ mald a a preto sa véac¢Sina $tidii zameriava na jednotlivé komponenty vynosu
s velmi dobrou dedivostou. AvSak nie vSetky mapy su konStruované pouzitim rovnakych
markerov, zvlast' ¢o sa tyka pouzitia modernych ,,highthroughput* markerov, je pocet stadii
pouzitim tychto markerov obmedzena. Aby bolo mozné diskutovat’ a povod na zaklade
pozicie nami mapovanych QTLs v porovnani s ostatnymi Studiami na 7. monococcum pouzili
sme percentd vzdialenosti lokusov od zaciatku chromozomu. Pretoze nie su vSetky
chromozémy v naSej S§tadii orientované (2A™ a 6A™), ako sprdvne sme pouzili iba
chromozémy u ktory je orientacia ramien mozna na zaklade pritomnosti iného markeru so
znamou polohou. Ked'Ze nie je nezndma orienticia chromozomu 2A™ a 6A™, v zatvorke je
vzdy udévana alternativa percentudlneho zamapovania lokusu, ku ktorej by doslo, ak by sa
chromozdém otoc€il o 180°. Vzhl'adom k duplikéciam a translokaciam, ku ktorym doslo pocas
rozrdznenia sa obilnin od ancestrdlneho gendému trav napr. chromozém 4A (Devos et al.,
1995, Miftahudin et al., 2004) su pozicie mapovanych znakov diskutované v rdmci celych
chromozomov.

Dolezity komponent vynosu, priemerna hmotnost zrna (QTgw), bol v tejto praci
zamapovany v useku 72,5 % dizky chromozému 5A™ a 26,3 % (73,7 %) od zaciatku
chromozomu 2A™. Na zaklade fenotypizacie v roku 2009 bol lokus detekovany 32,5% od
zaCiatku chromozomu 2A™, na chromozome 4A™ v oblasti 96,2 % a taktiez na chromozdomoch
1A™ a 7A™. Z dat uréujucich percentudlne zamapovanie lokusu pre oba roky na chromozom
2A™ vyplyva, Ze lokus bol detekovany v priblizne rovakych oblastiach. NavySe bol znak pre
priemerni hmotnost’ zrna asociovany na 2A™ s rovnakym markrom v oboch pracach (DArT

marker 470029, Obrazok ¢€.21), ¢o je znakom relativne velkej spol'ahlivosti mapovania tohto
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lokusu. Hori et al. (2007) sice tiez nasli lokus pre tento znak na chromozome 2A™, ale v
oblasti priblizne 39-41 % chromozému. Odchylka v lokalizacii lokusu moze byt spdsobena
vplyvom réznorodych prirodnych podmienok, pri ktorych rastie a dozrieva mapovacia
populécia, chybou v niektorej z map alebo na zéklade r6zneho povodu lokusu. V porovnani
s gendémom 7. aestivum L., lokusy vplyvajuce na priemerni hmotnost’ zrna boli zamapované
v gendme A na vSetkych chromozémoch okrem chromozému 1A (2A-Huang et al., 2004,
Verma ef al., 2005, 5A-Kato et al., 2000, Borner et al., 2002, Cuthbert ef al., 2008, 3A-Shah
et al., 1999, Borner et al., 2002, Huang et al., 2004, 4A-Araki et al., 1999, 6A a 7A-Huang et
al.,2004).

Dalsi komponent vynosu, poéet klaskov na klas (QSpn), bol na zaklade vysledkov
z roku 2010 zamapovany na koniec chromozému 1A™ (98,2 % dizky). Z dat ziskanych v roku
2009 bol vsak lokus detekovany len na chromozomoch 4A™ (87 %) a 7A™. Istd asociacia
tohto znaku bola pozorovana i na konci 1A™ pre sezénu 2009, avSak neprekrocila $tatistickt
vyznamnost. Tento znak bol na tejto mapovacej populacii detekovany na konci 1A™L uz
predtym v praci (Bullrich ef al., 2002) a je predmetom pozicného klonovania (Valaarik et al.,
2006), a okrem poctu klaskov na klas ovplyviuje aj dobu kvitnutia. Tieto zistenia poukazuja
na vys$iu spol'ahlivost’ QTL analyzy zo sezony 2010. Hori et al. (2007) mapovali tento lokus
na chromozém 4A™ v oblasti 57 % z celkovej dizky chromozému a tiez na chromozéme 3A™.
Zo ziskanych vysledkov sa neda usudzovat’ moznost’ spolo¢ného pdvodu tychto lokusov. U
hexaploidnej pSenice bol zmieniovany lokus detekovany na chromozéme 4AS v blizkosti
centroméry v praci Araki et al. (1999), vysledkom ostatnych analyz bolo zamapovanie lokusu
na chromozomy 2B, 5A a 6A (Araki et al., 1999, Kato et al., 2000, Verma et al., 2005).
Z vysledkov analyz nemozno usudit’ jednozna¢né zamapovanie QSpn. I ked’ v troch pracach
bol detekovany na chromozome 4, vzdy bolo jeho zamapovanie v odliSnych oblastiach
chromozdému. Preto je potrebné prevadzat’ d’alSie mapovania ¢i uz na 7. monococcum L. alebo
hexaplidnej pSenici.

QTL pre vysku rastliny (QHt) bol na zaklade signifikantnych vysledkov z roku 2010
zamapovany v oblasti okolo 35,4 % chromozému 3A™ a na chromozom 2A™ v oblasti 41 %
(59 %) zcelkovej dizky chromozému. Lokus bol sice pre data zroku 2009 zamapovany
taktiez na 3A™, ale v rozdielnej oblasti chromozomu (63,5 %). Posun umiestenia QHt mohlo
byt sposobené ovplyvnenim fenotypovanych dat vonkajsimi podmienkami pocas rastu rastlin
alebo I'udskou chybou pri fenotypovani. U hexaploidnej pSenice popisali vyskyt lokusu na
konci dlhého ramena chromozému 3A Shah et al. (1999), naopak Huang et al. (2004) na

zatiatku kratkeho ramena chromozému 3A. Co sa tyka percentualnej dizky chromozému,
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zamapovanie QHt by sa mohlo priblizne rovnat’, rozdiel je len v umiestneni centroméry, ¢ize
vo vyznaCeni kratkeho a dlhého ramena. Jednym z vysvetleni by mohlo byt nespravne
odliSenie dlhého akratkeho ramena alebo taktiez pritomnost dvoch rozdielnych
zamapovanych lokusov pre jeden znak na jednom chromozéme. Rozdielne zamapovanie QHt
bolo popisané aj v praci Wanga s kolektivom (2010) na mapovacej populacii 7. aestivum L.
Pre A genom bol lokus detekovany na chromozom 2, ¢o sa tyka chromozomu 3, lokus bol
zamapovany len v D gendme. Borner s koletivom (2002) prevadzali mapovania celkovo pocas
Styroch rokov na troch lokalitdich, ztoho najviac (pédtkrat) bol pokus detekovany na
chromozéme 4A, no v mensej miere aj na chromozémy 3B, 5D a 6A. Vzhl'adom k tomu, ze
poCas evolucie eukaryot dochddzalo krozsiahlym duplikdciam a prestavbam medzi
chromozdémami, prikladom méze byt ryZzovy gendom (Guyot et Keller, 2004), je mozné tento
fakt predpokladat’ aj u pSenice. Tym by bolo mozné vysvetlit zamapovanie lokusov aj na
homoeoldgny chromozém 3B ¢i na ostatné chromozdémy v gendome.

Daldim zamapovanym lokusom na chromozéme 2A™ v oblasti 41 % (59 %) z jeho
dizky, bol lokus ovplyviujuci dizku klasu (QEI). Jeho vyskyt bol taktiez detekovany v 59 %
dizky chromozému 4A™. Hori et al. (2007) zamapovali lokus tieZ na chromozoéme 4A™
v priblizne zhodnej oblasti chromozému (55 % od jeho zaciatku). Vplyvom zhodného
zamapovania lokusov na rovnakom chromozéme je mozné predpokladat spolocny povod
tohto lokusu a spolahlivost mapovanych dat. AvSak okrem chromozomu 4A™ bol lokus
zamapovany aj na 3A™ (Hori et al., 2007). V porovnani s na§imi datami z roku 2009 vsak bol
lokus QEIl detekovany len na chromozéme 7A™, ¢o nie je mozné porovnat’ ani s jednym
lokusom vo vysSie spominanych pracach. Pri mapovani populécie 7. aestivum L. bol lokus
zamapovany tiez na chromozéme 4A v pracach do prvej tretiny chromozému (Sourdille et al.,
2000) a priblizne v polovici chromozému 4AS (Borner ef al., 2002). I ked’ v praci Sourdille et
al. (2000) nie je zaznacené umietnenie centroméry, je mozné predpokladat’ spolo¢ny povod
tychto lokusov. Dalgia detekcia QEl pre A geném bola na 1A (Sourdille et al., 2000) i na
chromozéme 5A (Kato et al., 1999, Sourdille et al., 2000, Borner et al., 2002).

Podobne aj pre veli¢inu urcujicu hustotu klasu (Spike density, QSd), vzniknuta
vydelenim poétu klaskov a dizkou klasu pre kazdu liniu, bol lokus lokalizovany v oblasti
32 % (68 %) chromozému 2A™. Zamapovanie tohto znaku nie je mozné porovnat’ s datami
z roku 2009, pretoze QSd nebolo fenotypované a ani v analyzach uz spominanych autorov
nebol tento znak hodnoteny. Len analyza Sourdille a kolektivu (2000) skumala v gendéme 7.

aestivum L. regiony, kontrolujice hustotu klasu, no neboli schopni urcit polohu génu,
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zaroven kontrolujiiceho poéet klaskov aj dizku klasu. Preto je tento kvantitativny znak
potrebné d’alej skumat’ a pokusit’ sa potvrdit’ alebo vyvratit’ zamapovanie QSd v tejto praci.

Vynosovo vyznamny lokus, ovplyvilujici obsah proteinov vzre (QGpc),
bol zamapovany v oblasti 42 % na chromozom 5A™. Zamapovanie QGpc z vysledkov dat
z roku 2009 bolo na chromozomoch 7A™ a tiez 5A™ (35,4% chromozdmu). Detekcia lokusov
z oboch rokov pre chromozém 5A™ sice nebola zhodna, ale oba lokusy boli zamapované
v druhej Stvrtine chromozému. Borner s kolektivom (2002) vSak toto QTL u 7. aestivum L.
zamapovali len ako minoritny lokus na kratke rameno chromozému 7A a 2D. Na spresnenie
detekcie QGpc bude potrebné previest’ v nasledujucich rokoch d’alSie mapovania.

Pocet odnozi u rastlin (Tiller number, QTn), d’al§i z vyznamnych komponentov
vynosu, odpovedajuci v naSej praci poctu klasov na rastlinu, bol zamapovany na tri
chromozémy - 1A™ voblasti 26 % dizky chromozému, 4A™ (od zadiatku chromozému
do 12,8 % chromozomu) ana konci chromozomu 6A™ (91,7 %, v pripade obratenia na
zacCiatku chromozému do 8,3 %). Vzhl'adom k nehodnoteniu tohto znaku v roku 2009 ani
v spominanych pracach zameranych na mapovanie 7. monococcum L., je detekcia QTn
porovnavana len s hexaploidnou pSenicou. Araki s kolektivom (1999) na hexaploidnej pSenici
taktiez umiestnili QTn na zaciatok chromozdému 4AS, no pre ich chromozém bola stanovena
poloha centroméry a tym aj orientacia kratkeho a dlhého ramena. Ale i tak je zamapovanie
lokusov pre chromozém 4A priblizne rovnaké. Kato et al. (2000) s vyuzitim genetickej
vidzbove] mapy s homozygotnymi rekombinantnymi liniami zamapovali lokus na chromozém
S5AL. Sice pocas domestikacie obilnin doslo k translokacii medzi dlhymi ramenami
chromozémov 5A a 4A (Devos et al., 1995), ¢o by mohlo vysvetlit zamapovanie lokusu
na SA (Kato et al., 2000), ale Araki et al. (1999) zamapovali spominany lokus na kratke
rameno chromozému 4A. Je vSak mozné predpokladat’ detekciu viacerych lokusov
na réznych castiach jedného chromozému. U hexaploidnej pSenice vSak nie vzdy zodpoveda
pocet odnozi poctu klasov, apreto je potrebné tuto veliCinu porovnat i s veli¢inou
stanovujucou poéet klasov na m”. Huang et al. (2004) zamapovali lokusy na chromozémy 1B
a 7A. Tato detekcia sa sice nezhoduje s vysSie uvedenymi vysledkami, a preto je potrebné
prevadzat’ d’alSie mapovania tohto lokusu u na diploidnej i tetraploidnej pSenici.

Rozpadavost’ klasu (Ear shattering, QSh), jeden z hlavnych domestikacnych znakov,
bola zamapovana v intervale 33 % chromozému 3A™ a v oblasti 51,5 % na 7A™. Vysledkom
fenotypizacie z roku 2009 sice bol lokus pre rozpadavost’ klasu zamapovany na 3A™, ale v 95
% dizky chromozému. Taktiez druhé zamapovanie lokusu na chromozéme 1A™ nepotvrdilo

zhodnost’ detekcie QSh pre oba roky. Chyba mohla nastat’ pri fenotypizacii dat alebo silnym
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vplyvom prostredia. Ani analyzy u tetrapolidnej pSenice (Peng et al., 2003) neobjasnili tato
problematiku, pretoze lokus pre rozpadavost klasu bol mapovany na chromozom 2A.
U hexaploidnej pSenice zatial' nebol tento znak hodnoteny (Araki et al., 1999, Kato et al.,
1999, Shah et al., 1999, Sourdille et al., 2000, Borner et al., 2002, Huang et al., 2004, Wanga
et al., 2010).

Lokus pre chlpatost’ listov (QHI) bol na zaklade vysledkov z tejto prace lokalizovany
na chromozéme 3A™ v oblasti 53,3%. V porovnani v fenotypovanim prevedenym v roku 2009
bol lokus mapovany na chromozomoch 5A™ a 3A™ (37,2 %). Na chromozoéme 3A™ bol
zamapovany vyskyt lokusu na zdklade DArT markra (860735, Obrazok ¢.21), ktory
sa vyskytoval vo vzdialenosti 1,2 ¢cM od markra pre lokus zroku 2010. Tym sa potvrdila
pozicia lokusov pre chlpatost’ listov uoboch rokov. Vzhl'adom k pouzitiu detailnejSej
metodiky vroku 2010 mozno predpokladat, ze na =zaklade zozbieranych dat bolo
zamapovanie QHI na chromozome 3A™ presnejsie. DalSie analyzy z fenotypovania
T. monococcum L. (Hori et al., 2007) 1ihexaploidnej psSenice (Jing et al., 2007) vsak
nepriniesli zhodu a skimany znak bol zamapovany v oboch pripadoch na chromozém 5SA.
Stadie Taketu s kolektivom (2002) viak detailnejsie popisali hodnotenie chlpatosti listov a ich
analyza priniesla tieZ odlisné vysledky. Listy s chlpmi hodnotili ako holé, husto ochlpené
a menej ochlpené, ¢im vytvorili tretiu kategdriu, nachadzajucu sa ,,v strede* medzi fenotypmi
oboch kontrastnych rodicov. Taktiez pocitali vSetky chlpy vo vnutri pol'a okulara na dvoch
néhodne vybratych miestach v strednej &asti listu. Zistili, ze bol velky rozdiel v poéte a dizke
chlpov u stredne a vel'mi chlpatych listov. Usudili, Ze genetickej analyzy chlpatosti listov je
naro¢na a pravdepodobne existuje variacia v hustote chlpov vo vnutri rastliny medzi réznymi
poziciami a rastovymi stupiiami listov. Na zaklade analyzy umiestnili lokusy ovplyviiujlice
pocet chlpov na listoch uhexaploida na chromozomy 4B a7B. Nami prevedené
fenotypovanie nezahfiialo hodnotenie hustoty chlpov. Samozrejme, taktiez hustota ochlpenia
listov vykazovala variabilitu, ale nebolo mozné jednoznacne ur¢it’ hranicu medzi druhou
a tretou kategoriou hodnotenou v Taketu s koletivom (2002). Takto ziskané data mézu byt
nepresné a zavadzajuce. TaktieZ nasa analyza zahfiiala pocitanie az troch oblasti pre tri listy
z kazdej rastliny, ¢im sa predpokladd vysSia Statistickd vyznamnost' s minimalizovanin
I'udskej chyby pri pocitani. V porovnani s ostatnymi analyzami bolo prave fenotypovanie
Taketu et al. (2002) najpresnejSie a je mozné, vzhl'adom na chromozémové rekonstrukcie,
ktoré v gendme pSenice prebiehali poCas evolticie a domestikacie predpokladat’, ze lokus

pre chlpatost’ listov sa bude vyskytovat’ okrem gendmu A aj na genomoch B a D.
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Porovnanim fenotypovanych dat v sezone 2009 a 2010 bola potvrdena pozicia dvoch
lokusov, pre priemernid hmotnost zrna (2A™) a chlpatost’ listov (3A™). U zvySnych
porovnavanych znakov mohla byt rozdielna pozicia lokusov na chromozémoch spdsobena
vplyvom vonkajsich podmienok ¢i 'udskou chybou pri fenotypizacii. Na potvrdenie polohy
lokusov budu potrebné d’alSie fenotypizacie v nasledujucich sezénach.

Jednotlivé QT lokusy boli v tejto praci zamapované do mapy 7. monococcum L., ktora
vznikla z povodne] mapy 7. monococcum L. od Klocovej (2010) po doplneni dalSich
markrov. Celkova dizka novej mapy dosiahla hodnotu 841,7 cM. s 648 zamapovanymi
markrami. V porovnani s mapou z prace Klocovej (2010), bolo sice celkovo zamapovanych
0 20 markrov viac, ale do mapy bolo vnesenych novych 40 IRAP (Vanzurova, 2011) a 8 SSR
markrov. Vplyvom nastavenia prisnejSich podmienok na tvorbu mapy (JoinMap 4, Van
Ooijen, 2006), doslo k vyradeniu nespol'ahlivych markrov, ¢im sa skratila dizka mapy takmer
0 20 cM (Tabulka ¢.5) a taktiez sa niektoré lokusy preusporiadali, ¢im mozno tito novii mapu
povazovat’ za presnejSiu. Ukdzalo sa, ze IRAP markry nie st najvhodnejSie pre mapovanie
genomu, vzhladom k nizkemu stupfiu polymorfizmu, problémami s reprodukovatel'nost’ou
a pracnou analyzou. Hori et al. (2007) zamapovali na mapovacej populacii 7. monococcum L.
341 markrov, o je asi o polovicu menej ako v naSej mape. ISlo manoritne o markry zalozené
na PCR odvodené z jaémennych ESTov, ale aj o RFLP ¢i morfologické markry. Dizka mapy
bola 1 038,1 cM, ¢o je v porovnani s naSou mapou o takmer 200 cM viac. Tatiez mapa 7.
monococcum L., vytvorena Singhom s kolektivom (2007) bola ovela dlhSia od nasej mapy
(1262 ¢cM) alen so 171 zamapovanymi markrami. Variacia v dizke mapy moze byt
spdsobend typom mapovacej populacie, i rozdielom v rekombinacnej frekvencii, ku ktorej
dochadza pocas jednotlivych crossing-overov (Hori et al, 2007). Je mozné vSak
predpokladat’, ze vzhl'adom k vysSiemu poctu zamapovanych markrov a kratSej vzdialenosti
je nasa mapa napresnejsia z vyssie uvedenych mép. U nasej mapy bola priemerna vzdialenost’
medzi susednymi markrami 1,3 c¢cM, zhodnd s mapou z prace Klocovej (2010), no ovela
vécsia bola priemerna vzdialenost’ medzi susednymi markrami u Horiho s kolektivom (2007),
az 3,1 cM. Z porovania vyplyva, Zze nasa mapa bola ovel'a viac zahustend markrami, a tak je
lepSie pouzitel'na pre d’alSie mapovania (napriklad QTLs, klonovanie génov, integracia map,
Stidium kolinearity medzi pSeni¢nymi gendémami).

V tejto praci je geneticky najdlh§im chromozémom, so 152 zamapovanymi markrami
a dizkou 165,7 ¢cM chromozém 7A™. V préaci Hori s kolektivom (2007) bol geneticky najdlhsi
chromozém 5A™ s velkostou 192,5 ¢M, podobne ako v praci Dubcovskeho s kolektivom

(1996) s mapovacou populaciou zrovnakého krizenia ako vnaSom pripade. Naopak,
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geneticky najkrat$im chromozémom bol 4A™, podobne ako v praci Klocovej (2010)
iv d’alSich piatich pracach porovnavanych Singhom s kolektivom (2007). Fyzicky vsSak
chromozém hexaploidnej pSenice 4A patri v gendme medzi najdlhsie, vdaka dvom
postupnym translokaciam. Najskor doslo k translokacii na trovni diploida vnesenim dlhého
ramena chromozému 5A a nasledne na trovni tetraploida translokaciou 7BS (Devos et al.,
1995). Fakt, Ze bol na chromozom 4A™ zamapovany maly poc¢et markrov, by mohlo byt
sposobené malou variabilitou v jeho sekvencii. Na druhej strane i po zamapovani vicSieho
mnozstva markrov moze byt dizka chromozému mala, ak dochadza k malej alebo Ziadnej
rekombindcii medzi markrami. Kazdopadne je potrebné i nadal’ej skimat’ pSenicny gendm,

pretoze jeho velkost’ a komplikovanost’ poskytuje vel'a stale nedorieSenych otazok.
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7. ZAVER

PsSenica jednozrnova (7. monococcum L.), ako diploidny blizky pribuzny donora
A genému pre hexaploidné pSenice, sa stala vd’aka genetickej diverzite idedlnym modelom na
genetické mapovanie a klonovanie. Zostrojenim genetickej mapy 7. monococcum L.
anaslednym uréenim lokalizacie QTLs je mozné prehibit informacie o umiestneni
aprispevku kazdého génu ku konecnej expresii skiumaného znaku, atak napomdct
Slachtitel'om ku zvySeniu vynosu a odolnosti pSenice siatej.

Diplomova praca bola zamerand na mapovanie agronomicky a morfologicky
dolezitych génov u diploidnej pSenice 7. monococcum L. Na dopestovanej mapovacej
populécie generacie Fy, pochadzajiacej z krizenia kultivovanej formy 7. monococcum L.
subsp. monococcum cv. DV92 s divokou formou 7. monococcum L. subsp. aegilopoides cv.
G3116 bola prevedend kontrolna genotypizacia s naslednou fenotypizaciou desiatich
agronomicky, morfologicky a vynosovo vyznamnych znakov (obsah proteinov v zrne,
rozpadavost’ klasu, vySka rastliny, chlpatost’ listov, rozkladitost’ trsu, pocet klaskov na klas,
pocet odnozi, priemerna hmotnost’ zrna, dizka a hustota klasov). Na tejto populacii bola
optimalizovana aj metodika hodnotenia chlpatosti na ,,flag* listoch. Po zozbierani, spracovani
a porovnani dat s udajmi ziskanymi v roku 2009 z prace Mgr. Klocovej (2010), bola urcena
lokalizacia 15 lokusov ovplyviiujacich kvantitaivny prejav deviatich znakov na 7
chromozémoch A genomu 7. monococcum L. Lokus ovplyviiujuci rozkladitost’ sa v tejto
praci nepodarilo zamapovat. Analyzou dat pre obe sezony sa potvrdila pozicia dvoch
lokusov, ato pre priemerni hmotnost’ zrna na chromozéme 2A™ a chlpatost’ listov pre
chromozém 3A™. Taktiez bol rozsireny pocet fenotypovanych znakov a detekovanych
lokusov pre hustotu klasu na chromozdéme 2A™ a pocet odnozi na chromozémoch 1A™, 4A™
a6A".

V préci bolo tiez zamapovanych 8 novych SSR markrov a spolu s idajmi z diplomovej
prace Mgr. Klocovej (2010) a bakalarskej prace Bc. Vanzurovej (2011) bola vytvorena
geneticka mapa T. monococcum L., s celkovou dizkou 841,7 cM a so 648 zamapovanymi
DArT, STS, IRAP, markrami odvodenymi z génov a SSR markrami. Pre mapovanie boli
najvhodnejSie DArT markry, vdaka detekcii velkého mnozstva polymorfizmov naraz

a rovnomernému rozlozeniu naprie€¢ genomom.
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. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

AFLP

- APS
- BAC
- BC

- CAPS

- cDNA

- cM

- c¢y3,cys
- dATP

- DAIT

- dCAPS

- dCTP

- dGTP

- DH

- DNA

- dTTP

-  EDTA

- Fresg0
- F primer
- Gb

- hil

- HF

_ v

- HIl

- HDRAP

- IRAP

- KCl

- polymorfizmus amplifikovanych fragmentov (Amplified Fragment
Length Polymorphism)

- peroxodisiran aménny

- umely bakteridlny chromozém (Bacterial Artificial Chromosome)

- populacie spatnych krizencov (Backcross Population)

- pary bazi (base pairs)

- naSiepené amplifikované polymorfné sekvencie (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence)

- komplementarna DNA (complementary DNA)

- centiMorgan, jednotka vzdialenosti na genetickej vdzbovej mape

- cyanin3, cyanin5 (fluorescencné farbiva)

- deoxyadenozintrifosfat

- Diversity Arrays Technology

- vytvorena Stiepitelnd amplifikovana polymorfna sekvencia (derived
Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

- deoxycytozintrifosfat

- deoxyguanozintrofstat

- dihaplidné linie (Double Haploid lines)

- deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

- deoxytimidintrifostat

- etyléndiamintetraoctova kyselina

- prva filidlna generacia (druh4, tretia, 6sma, desiata)

- forward primer

- gigabazy (Giga base)

- lokus pre listy bez chlpov

- lokus pre chlpaté listy (Hairy leaf, Pubescence)

- lokus pre vel'mi chlpaté listy (Hairy leaf, Very Pubescence)

- gén pre vyskyt ochlpenia na listoch (Hairy leaf 1)

- gén pre chlpatost’ listov (Hairy leaf 2, Aegilops speltoides)

- medziretrozomovy amplifikovany polymorfizmus (Inter-Retrotranspozon
Amplified Polymorphism)

- chlorid draselny
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LOD - limit detekcie (Limit Of Detection)

LTR - long terminal repeat, dlhd terminélna repeticia

m’ - Stvorcovy meter

MAS - markrom asistovana selekcia (Marker Assisted Selection)
Mb - megabazy (Mega base)

mg - miligram

MgCl, - chlorid horecnaty

n, 2n - haploidny pocet chromozémov, diploidny pocet chromozémov

NaCl - chlorid sodny

NIL - takmer izogénne linie (Nearly Isogenic Lines)

PCR - polymerazova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction)

QTL - lokus s kvantitativnym znakom (Quantitative Trait Loci)

RAPD - ndhodne amplifikovand polymorfnd DNA (Random Amplified
Polymorphic DNA)

RE - restrikéné endonukleédza

RFLP - dizkovy polymorfismus restrikénych fragmentov (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism)

RIL - rekombinantné inbredné linie (Recombinant Inbred Lines)

R primer - reverse primer

SDS - dodecylsiran sodny

SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus (Single Nucleotide Polymorphisms)
SSD - jedno-semenné linie (Single-Seed Descent lines)

SSR - jednoduché opakujuce sa sekvencie (Simple Sequence Repeats)

STS - miesto so sekvencnou adresou (Sequence-Tagged Site)

Taq - Thermus aquaticus

TEMED -N, N, N’, N - tertraetylénmetyléndiamin
Tris-HCI - tris(hydroxymetyl)aminometan hydrochlorid

uv - ultrafialové Ziarenie
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