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Suhrn

Travy scelade Poaceae su hojne vyuzivané ako kvalitné krmivo pre
hospodarske zvieratd a pouzivaji sa aj na vysadbu travnikov, okrasné tcely a hraju
z4sadni ulohu v ochrane zivotného prostredia. Medzi najvyuzivanejSie rody patri
kostrava a méatonoh vd’aka ich hospodarsky vyznamnym vlastnostiam. Tieto vlastnosti
kombinuje ich krizenec Festulolium: toleranciu na bioticky a abioticky stres z kostravy
a vynosnost’ madtonohu. V sucasnej dobe sa Festulolium komeréne pouziva a na trhu sa
objavuje vel’ké mnozstvo odrdd tohto krizenca. Avsak gendmova konstiticia tychto
odrod je vel'mi premenliva a Casto sa liSi v rdmci jednej odrody. Tato praca je zamerana
na identifikdciu markerov pre rychlu ajednoduchu identifikdciu medzidruhovych

krizencov trav, aby boli dostupné v §l'achtitel'skych staniciach.

Prva cast tejto prace opisuje dolezité informacie o hospodarsky vyznamnych
druhoch kostravy a matonohu a ich medzidruhovych krizencoch. Pozornost’ je venovana
metdédam pouzitych pre identifikdciu a charakterizdciu gendémového zloZenia
Festulolium. Dalej v praci nasleduje popis laboratornej prace. Navrhla som 60 parov
primerov z dostupnych sekvencii DArT markerov aich druhovi S$pecifickost som
overila vramci 36 odrod Festuca aLolium pomocou metédy PCR. Nasla som dva
primery Specifické pre rod Lolium, ktoré¢ by mohli byt pouzité na identifikaciu prvej
generacie krizencov Festulolium. Produkty u 6 vybranych parov primerov boli
osekvenované u dvoch diploidnych odrod za tucelom identifikdcie SNP markerov

pomocou HRM metody.



Summary

Grasses from Poaceae family are widely used as high quality feed for livestock
and are also used for lawns and ornamental and play an essential role in protecting of
environment. The most common genera include fescues and ryegrasses due to their
agricultural features. Moreover, high yield and nutrition characteristics of ryegrasses
and tolerance to biotic and abiotic stresses of fescues can be combined by intergeneric
hybridization. Number of Festulolium (Festuca x Lolium) cultivars has been developed
in several breeding stations and are of increasing popularity among farmers. However,
their genomic constitution is highly variable within and among cultivars. This study
aims to identify markers for quick and easy identification of interspecific grass hybrids,
so that they are employable in breeding stations.

The first part of this thesis describes the most agriculturally important members
of fescues and ryegrasses and their hybrids. Attention is paid to the methods used for
identification and characterization of genomic composition of Festulolium. It is
followed by the description of practical lab work. | designed 60 primer pairs from
available sequences of DArT markers and verify their species-specifity within 85
cultivars of Festuca and Lolium by the PCR method. | found two markers which are
Lolium-specific and can be lately used for identification of Lolium genome in first
generations of Festulolium hybrids. Moreover, products from 6 primer pairs were

sequenced in two diploid varieties to identify SNP markers by HRM method.
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1 Uvod

Travy st dolezité a Siroko kultivované plodiny. Taxonomicky su zaradené do
celade lipnicovitych. Patria medzi jednokli¢nolistové rastliny. Pol'nohospodarsky
najviac vyuzivané su rody kostrava a matonoh lebo poskytuji vysokokvalitné krmivo
pre hospodarske zvieratd a s vhodné na vysadbu travnikov. Ich hospodarsky vyznamné
vlastnosti, tolerancia voc¢i stresu kostravy a vynosnost méatonohu, kombinuje ich

medzidruhovy krizenec Festulolium.

KedZze gendémova konstitucia Festulolium je velmi premenliva i v ramci
samostatnych odrdéd, je neustdla potreba rychlych ajednoduchych metéd na
identifikaciu medzidruhovych krizencov. Pre druhy rodu Festuca a Lolium existuje vela
markerov, ktoré sa daji detegovat najroznejSimi metodami. Tieto metddy dost’ Casto
narazaju na ur¢ité obmedzenia, ¢iuz finan¢ni alebo ¢asovou narocnost, Specialne
vybavenie alebo Speciadlne vyskolenych pracovnikov. Preto sa tato praca snazi vyvinut
markery, ktoré by bolo mozné identifikovat’ nenadro¢nou a dnes uz beznou laboratérnou
metodou PCR reakcie, a tym sa umoznila identifikacia medzidruhovych krizencov trav

pre slachtitel’ské stanice.



2. Ciele prace

— Vypracovanie literarnej reSerSe na tému magisterskej prace s pouzitim

dostupnych literarnych zdrojov.

— ZDArT sekvencii navrhnat primery pre odvodenie druhovo Specifickych

markerov.
— Operit $pecifitu navrhnutych primerov pomocou PCR reakcie.

— Navrhnut' jednoducht a spol'ahlivii metédu pre identifikdciu medzidruhovych

krizencov kostravy a mitonohu.



3 Literarny prehl’ad

3.1 CePad’ lipnicovité (Poaceae)

Travy z ¢elade lipnicovitych Poaceae predstavuju vel'mi pestrti a obsiahlu
skupinu, ktora je na tizemi Ceskej republiky zastapena 64 rodmi a viac ako 200 druhmi.
Vyskyt trav je viazany na travne ekosystémy, z ktorych najvyznamnejSie su
spoloCenstva roznych typov prirodzenych a polo prirodzenych laénych porastov.
V systéme rastlin st travy zaradené medzi jednokli¢nolistové rastliny, charakterizované
pritomnost'ou jedného kli¢neho listku, nepravou koreiovou stistavou (podzemok, hl'uza)
a rovnobeznou zilnatinou listov. Kvetny obal je nerozliSeny a kvety su trojpocetné.
Patria sem druhy jednoro¢né, viacro¢né aj trvalky, oziminy a jariny, samoopelivé aj
cudzoopelivé. Morfologicky tvoria pomerne jednotnt skupinu (Cagas et al., 2010). Rod
Lolium obsahuje osem druhov arod Festuca zahiiia priblizne 500 druhov, ktoré boli
rozdelené do deviatich sekcii ato Hesperochloa, Xanthochloa, Drymanthele,
Schedonorus, Subulatae, Subuliflorae, Obtusae, Festuca a Helleria (Clayton et
Renvoize, 1986). Druhy Festuca a Lolium su blizki pribuzni s obilninami. Tieto druhy
maju mnoho genetickych a biologickych prvkov jedinecnych pre tieto skupiny,
napriklad vysSia trvacnost’ kimnych trav v porovnani s obilninami z mierneho pasma
(Alm et al., 2003).

Najviac vyuzivané st rody Festuca a Lolium, ktoré poskytuju kvalitné krmivo
pre hospodarske zvierata, takisto sa pouZivajui aj pre vysadbu travnikov, okrasné ucely
a hraji zédsadnu ulohu v ochrane zivotného prostredia. Druhy z uvedenych dvoch rodov
maju doplnujice agronomické vlastnosti a asto su pestované v zmesiach. Pestovatel'ské
usilie kombinovat’ pozadované vlastnosti v jednotlivych subjektoch vyvrcholia
s vyrobou krizencov nazvanych Festulolium atieto odrody maji znaény komerény

uspech a st registrované po celom svete (Kopecky et al., 2006).

Travy pokryvaju az dvakrat vacsiu plochu ako je celkova rozloha ornej pody na
Zemi (Jauhar, 1993). V Europe je az 23 % travnatych ploch porastenych prave dvoma
druhmi trav a to matonohom mnohokvetym a métonohom trvacim, ¢o s najéastejsSie sa
vyskytujice travy. Poc¢as jedného roka sa celkovo vyprodukuje az 45000 ton semien
tychto trav v hodnote asi 160 milionov eur (Lubberstedt et al., 2003).
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3.1.1 Rod Lolium

Rod Lolium zahfia agronomicky velmi vyznamné druhy ato konkrétne
métonoh trvaci (Lolium perenne L.), ¢o je jeden z najkvalitnejSich viacro¢nych kimnych
druhov trav a sGéasne zakladny druh pre travniky a méitonoh mnohokvety (Lolium
multiflorum Lam.), ktory sa pouZiva na intenzivne pestovanie krmovin na ornej pdde.
Oba tieto druhy sa prirodzene krizia a vznika medzidruhovy krizenec métonoh hybridny
(Lolium hybridum Hausskn.). U v§etkych uvedenych druhov boli vy$lachtené aj odrody
s diploidnym a tetraploidnym po¢tom chromozomov. Tieto rastliny sa vyskytujua v
strednej a juznej Eurdpe a severozapadnej Azii, su roz§irené najmi v oblasti mierneho
pasma, ale nachadzaju sa aj v Australii a Novom Zélande. (Cagas et al., 2010).
Z jednoro¢nych druhov st najznamej$ie miatonoh mamivy (Lolium temulentum L.), v
minulosti povazovany za burinu v jarnych obilninach a métonoh oddialeny (Lolium
remotum Schrank.), Casto sa vyskytujici v Tane. Tieto dva druhy sa momentalne
povazuju za nezvestné na tizemi Ceskej republiky, lebo v sucasnosti nie je znamy
ziadny zivy zastupca vyskytujuci sa na poslednej znamej lokalite a preto sa tieto taxony
zaradili do kategorie A2 a su zapisané v Cervenom zozname kveteny CR (Cagas et al.,

2010).

Mitonoh mnohokvety je prevazne dvojro¢ny druh. Pochadza zo Stredomoria
kde zasahuje aZ do juZznych alpskych tdoli. Tvori volI'né trsy, je stredného aZz vysSieho
vzrastu (30 — 100 cm), bohato olisteny, svetlo zelenej farby (obr. 1). Steblo je mohutné
a priame alebo ma 2 — 5 kolienok a na baze je ¢ervenkasté. Listové Cepele su ploché, 10
— 25 cm dlhé, na lici ryhované a na rube lesklé. Kvetenstvo predstavuje Stihly riedky
dvojrady neparny klas 15 — 30 cm dlhy (u tetraploidov moéZe byt aj dlhsi). Plodom je
obilka (Caga$ et al., 2010). Najvy$si vynos poskytuje v prvom uzitkovom roku.
V prvom roku ma zo vSetkych trav najvysSiu schopnost” konkurencie. Je to velmi
naro¢na trava na ekologické Cinitele. Je rozsireny hlavne v teplejSich oblastiach, pretoze
neznasa nizSie teploty. Takisto ma aj vysSie naroky na obsah Zivin v pdde nezZ iné
kultirne travy. Nevyhovuje mu silne kysld a mokré poda. Zo vSetkych kfmnych trav
poskytuje najvac¢si vynos osiva (Regal et Sindelafova, 1970). Je to diploidn4 rastlina a
ma 2n = 2x = 14 chromozémov (Schifino et Winge, 1985). Velkost' genomu 1Cx je
2567 Mb (Kopecky et al., 2010).
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Obr. 1 Lolium multiflorum

Mitonoh trvaci je viacro¢ny, v priaznivych podmienkach az trvaly druh.
Casto sa vyskytuje na pastvinach, cestach a rumoviskach od niZin az po podhorie. Je
najstarSou kimnou travou, pestovanou v kulture v Britanii uz od konca 17. storocia,
odkial’ sa rozsiril do ostatnych krajin. Rastie vo vol'nych trsoch nizsieho vzrastu (10 —
60 cm), ma sytozelent farbu a intenzivne odnozuje (obr.2). Steblo je tenké ama 2 — 4
kolienka, na spodnej Casti sa nachadza viac kolienok. Listy su 5 — 20 cm dlhé, hladké,
na lici vyrazne hladké, na rube silne lesklé. Kvetenstvo je tvorené Stihlym, plochym,
dvojradym neparnym klasom dlhym 3 — 20 cm a plodom je obilka (Cagas et al., 2010).
Uz v prvom uzitkovom roku dava plny vynos. Priaznivo reaguje na zavlazovanie a pri
nedostatku zrazok sa jeho vynos znizuje (Regal et Sindelafova, 1970). Pocet
chromozomov je 2n = 2x = 14 (Carnahat et Hill, 1961). Velkost’ gendmu 1Cx je 2623
Mb (Kopecky et al., 2010).
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1213. Lolium perenne L.

Ryegrass.

Obr.2 Lolium perenne

3.1.2 Rod Festuca

Rod Festuca je taxonomicky komplikovany rod zastipeny na tzemi Ceskej
republiky 22 trvacnymi druhmi. Kostravy moZzeme este rozdelit’ do dvoch skupin podla

vySky a morfologie listov na
a) druhy vyssieho vzrastu s plochymi listovymi ¢epel'ami
b) druhy niZSieho vzrastu s izkymi azZ Stetinovitymi listami.

Pre neskorsie §l'achtenie boli pouzité 4 druhy a to kostrava laéna (F. pratensis Huds.)
pre kimne ucely, kostrava trstovita (F. arundinacea Schreb.) a kostrava Cervena (F.
rubra agg.) na kimne a travnikové ucely a kostrava ov¢ia (F. ovina agg.), ktorej odrody

st uréené tak isto na travnikoveé ucely (Cagas et al., 2010).
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Kostrava licna je typicky predstavitel mezofilnych az hygrofilnych luk
a pastvin na vyzivnych a tazkych podach. Vyskytuje sa na celom uzemi CR od nizin az
po podhorie. Je to volne trsnata trava stredného az vyssieho vzrastu (40 — 100 cm), syto
zelenej farby (Cagas et al., 2010). Je to kfmna trava, ktora predstavuje vyznamnu ¢ast’
druhovo bohatych trvalych pasienkov a poli v alpskom a vychodnom regione Europy.
V Skandinévii je tiez hlavnou stéastou intenzivnych porastov a siliZe (Rognli et al.,
2010). Castejsie rastie v nizinich, ale okrem extrémnych pieso¢natych pod rastie aj
v radeliniskdch (Regal et Sindelafova, 1970). Kostrava li¢na je viacro¢na az trvala
rastlina (obr. 3). Poskytuje vysoké vynosy vel'mi kvalitného krmiva. Je mrazuvzdorna,
ale ma slabsiu konkuren¢na schopnost’ vo¢i sposobu obhospodarovania kvoli ¢astému
koseniu alebo silnému spasaniu (Caga$ et al., 2010). Plne vyvinuta je v druhom
uzitkovom roku. V travnatych zmesiach sa udrzuje 7 — 10 rokov, avsak jednotlivé trsy
postupne odumieraji. Velmi cennou vlastnostou kostravy lucnej je jej vyborna
prispdsobivost’ roznym ekologickym podmienkam. Preto je zastipend v 38% vSetkych
nagich prirodzenych porastov (Regal et Sindelafové, 1970). Rastlina je diploidné a pocet
chromozomov je 2n = 2x = 14 (Nilsson, 1940). Velkost’ genomu 1Cx je 3175 Mb
(Kopecky et al., 2010).

Obr. 3 Festuca pratensis
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Kostrava trst’ovita je viacrocna rastlina, ktord vytvara kratke podzemné
vybezky, z ktorych mozu vznikat’ mohutné trsy, je robustnejSieho vzrastu ako kostrava
lt¢na a méa drsnejsie listy az 10 mm Siroké. Silné plodné stebld maju vystipené kolienka
a v priaznivych podmienkach dosahuje az 150 cm (obr.4) (Regal et Sindelafova, 1970).
Vynosné schopnosti dosahuje az v druhom uzitkovom roku. Vysoku produkcéna
schopnost’ si udrziava vela rokov. V prirodzenych travnatych porastoch nie je kostrava
tistovita prili§ rozsirena. Casto rastie na kukuri¢nych a repkovych poliach a ojedinele sa
vyskytuje vo vysokohorskom prostredi. Je to podmienené narokmi na ziviny, 0 com
sved¢i nepritomnost’ v travnatych spoloCenstvach, ktoré davaju prednost podam
Sniz§im obsahom zivin. Nevyhovuji jej kyslé pody, ale dobre zndsa vysoku
koncentraciu pddneho roztoku. Lahko sa prispdsobuje roznym stupiiom pddnej vlhkosti,
ale nerastie na extrémne suchych alebo mokrych podach. Tato trava patri do sortimentu
beZzne pestovanych trav. Kladom je vysoka vynosnost, ale jej vyuzitie na kfmne tGcely
sa znizuju drsnostou a tvrdostou krmoviny, ktora znizuje chutnost’ a stravitelnost’
u zvierat (Regal et Sindelafova, 1970). Rastlina je hexaploidnd ama 2n = 6x = 42
chromozomov (Nilsson, 1940). Velkost genomu 1Cx je 2845 Mb (Kopecky et al.,
2010).

Obr. 4 Festuca arundinacea
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3.1.3 Festulolium

Festulolium je prirodzeny alebo synteticky medzidruhovy krizenec, ktory
vznika medzi obligatne cudzoopelivymi druhmi rodov Festuca a Lolium.
Srachtitel'skym cielom medzidruhovej hybridizicie je kumulicia pozitivnych,
hospodarsky vyznamnych vlastnosti rodi¢ov v novovytvorenom gendme. Su to volne
trsnaté travy tvoriace stredne husté, vzpriamené az polo vzpriamené, bohato olistené

trsy syto zelenej farby, vysoké 70 — 140 cm podrla typu krizenca a odrody (Cagas et al.,
2010).

Prvé odrody krizencov Festulolium boli vyvinuté v inStitite pre vyskum
zivotného prostredia (IGER) v Aberystwyth vo Walse pred viac ako 40timi rokmi
krizenim odrody Prior z L. perenne a F. pratensis a odrody Elmet z L. multiflorum a F.

pratensis (Lewis et al., 1973).
Odrody Festulolium je mozné ziskat’ dvoma sposobmi:

a) introgresiou — vnesenie génov jedného druhu do genému iného druhu medzidruhovym
krizenim a naslednym spédtnym krizenim, v genéme jedného rodica je iba vel'mi mala
¢ast’ druhého rodica,

b) amfiploidiou — inkorporacia génov jedného druhu do genému druhého druhu, kde je

zastipenie genomu oboch rodicov priblizne rovnaké ako v gendme jedného rodica

KriZenci moZu ziskat’ aj nové vlastnosti, ale nie je to bezné. Napriklad odroda
Lofa je z hl'adiska morfologickych vlastnosti takmer identickd s mitonohom trvacim, aj
ked” vznikla hybridizaciou odliSnych druhov. Festucoidné kriZzence si trvéacnejsie,
ozimného charakteru a lolioidné krizence su kratkodobé. RozliSuju sa dva typy
krizencov, u ktorych ako matersky druh je métonoh mnohokvety a otcovsky kostrava
lt€na alebo kostrava tfstovitd. Odrody typu kostravy tfstovitej vzniknuté krizenim L.
multiflorum (2n = 14) x F. arundinacea (2n = 42) a spiatnym krizenim s kostravou
tistovitou vznikli hexaploidné odrody Felina, Fojtan, Hykor, Korina a Lesana
a spatnym krizenim s tetraploidnym mitonohom mnohokvetym vznikla odroda typu
mitonohu mnohokvetého Becva. Vyberom jedincov z F2 aF3 generdcie krizencov
métonohu mnohokvetého a kostravy trstovitej vznikla odroda Lofa, ktora je podla

morfologickych znakov velmi podobnd s mdtonohom trvacim. Odrody vzniknuté
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krizenim L. multiflorum (2n = 28) x F. pratensis (2n = 28) vznikli krizenci, ktori boli
medzi sebou podrobeni samoopeleniu a vznikli odrody Perun, Perseus, Achilles
a Hostyn (Cagas et al., 2010, Ghesquiére et al., 2010).

Felina a Hykor st trvace odrody s vysokym vynosom a lepSou kifmnou
hodnotou ako kostrava tfstovitd. S velmi odolné voci extrémnym klimatickym
podmienkam ato hlavne suchu, chladu, vysokej hladine spodnej vody, chorobam
a kratkodobému zaplaveniu vodou. Predovsetkym su urcené do trvalych luk. Fojtan ma
niz$i vynos kvalitného krmiva, lepSie odolava chorobam nez ostatné odrody, hlavne
hrdzi. Odrody Korina a Lesana dobre znasaju zatazovanie a po poSkodeni rychlo
regeneruju. Nachadzaji sa v zmesi s lipnicou lu¢nou a st vhodné do polo intenzivnych
a extenzivnych travnikov dostihovych dréh, konskych pastvin a vybehov na letiskové

plochy (Cagas et al., 2010, Ghesquiére et al., 2010).

Odroda Lofa ma vysoky vynos krmoviny, ma vysoku nutri¢ni hodnotu a pre
zvieratd je velmi chutnd a dobre stravitelna. Vyuziva sa hlavne na ornej pode, na
docasnych lukach a pastvinach. Pestuje sa aj v Cistych kultarach, v zmesiach
a s tetraploidnymi odrodami d’ateliny la¢nej. Odroda typu métonohu mnohokvetého
Bec¢va je iba 1 — 2 rocnd, je odolnd voci plesni sneznej. Je uréena na pestovanie
Vv kratkodobych, d’atelinovo travnatych zmesiach. V istej kultire sa pouziva na priamu
konzuméciu a na konzervovanie silaZovanim. Uvadza sa aj moZnost' pestovania na
svahovitych pozemkoch a Vv pasme ochrany vod a ako protier6zna ochrana pody.
Odrody Achilles, Hostyn, Perseus a Perun su trojro¢né odrody odolnejsie voci chladu,
maju vysoky vynosovy potencial, kvalitné krmivo s vy$§im obsahom cukrov a su chutné
a dobre stravitel'né. Je mozné ich vyuZzit’ na podobné ucely ako odrodu Lofa (Cagas$ et

al., 2010, Ghesquicére et al., 2010).

Vdaka vyssie uvedenym vyhodnym vlastnostiam sa postupne registrovalo viac
nez 30 odrod Festulolium po celom svete, vicsina v strednej Eurdpe (Fojtik, 1994,
Zwierzykowski et al., 1998). Schopnost’ produkovat’ medzirodovych krizencov medzi
rodmi Festuca a Lolium a komercny tspech odrod Festulolium, prispeli k vyskumu ich
Struktary a genémového zlozenia. Stadia Kopecky et al, (2008) preukéazala
prispdsobivost’ hybridnych gendémov a schopnost homeologickych chromozomov,

pochadzajucich z r6znych rodov 'ahko sa parovat’ a rekombinovat’.
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3.2 Metédy vhodné pre identifikaciu kriZencov trav
3.2.1 Morfologické znaky

Bezne moézeme travy identifikovat’ podl'a vonkajSich morfologickych znakov
ako tvar listov, vySka, miesto vyskytu, korefova ststava, typ vyhonkov a kvetenstvo.
Naroc¢nejsia az nemozna je identifikdcia medzirodovych a medzidruhovych krizencov
F1 a F2 generacie alebo jedincov pochadzajicich z populécie spatnych krizencov, kde
navonok nemaju vyrazné znaky. Preto je vhodnejSie na identifikaciu krizencov pouzivat

dostupné nastroje cytogenetiky a molekularnej biologie.

3.2.2 Cytogenetické metody

V sucasnej dobe sa vSstadiu gendémov rastlin pouzivaju molekuldrne
cytogenetické metddy, kde sa vyuzivaju fluorescenéne znacené sondy, ktoré umoznia
vizualizovat’ §pecifické sekvencie DNA na metafaznych chromozémoch naviazanych na
mikroskopické sklicko. Vizualizacia vzoriek prebieha pomocou fluorescenéného
mikroskopu a CCD kamery (Schwarzacher, 2003). Fluorescen¢na in situ hybridizacia je
metoda, kde dochadza k hybridizacii cielovej sekvencie DNA a fluorescen¢ne znacenej
sondy. Ako sondy sa vyuzivaju S$pecifické sekvencie genému. Je vhodna pre
fylogenetické $tadium alopolyploidie. V publikacii Thomas et al. (1997) pouzili ako
sondy rDNA. Podl'a po¢tu a pozicie 45S rDNA a 5S rDNA lokusov sa potvrdilo, ze F.
pratensis a F. glaucescens st predkami F. arundinacea. Vyhodami fluorescencnej in
situ hybridizacie st Casova nenarocnost, radovo vysSia senzitivita a U¢innost
hybridizacie a detekcie. Urcitou nevyhodou tejto metddy je jej finanénd narocnost’

a obmedzena detekcia poctu Specifickych sekvencii.

Metdda gendmovej in situ hybridizacie (GISH) vyuziva hybridizaciu cielovej
molekuly DNA s fluorescen¢ne znacenou sondou z genomickej DNA. Prvykrat bola
metoda GISH pouzita v stadii Schwarzacher et al. (1989) pre analyzu rodi¢ovskych
chromozoémov krizenca vzniknutého krizenim Secale africanum Stapf. a Hordeum
chilense Roem et Schult. Tuto techniku je mozné pouzit pre charakteristiku
genoémov, konkrétnych chromozomov u krizencov a alopolyploidnych jedincov
a porovnanie genémov pribuznych druhov, ¢o vyuzili pri analyze evolu¢nych vzt'ahov

u Zea mays (Poggio et al., 2005).
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U krizencov Festuca x Lolium bola prvykrat metéda gendémovej in situ
hybridizacie (GISH) pouzitd v praci Thomas et al. (1994). Tato metdéda umoznila
zefektivnit' Stadium rekombindacii, analyzu parovania chromozomov U krizencov
Festulolium (Kopecky et al., 2008) a ur¢it' zlozenie genomu odréd Festulolium

vzhl'adom na rodi¢ov (Kopecky et al., 2006).

Nevyhodou tejto metddy je, ze poskytuje obmedzené rozliSenie a nizku
kapacitu, dosledkom coho je horsie vyuzitie metody pri procese krizenia a d’alSej tvorby

novych odrod (Kopecky et al., 2009).

3.2.3 Prietokova cytometria

Prietokova cytometria je metéda vyuzivand na Stadium buniek alebo
chromozémov v suspenzii na zaklade ich chemickych a fyzikalnych vlastnosti. Tak isto
sluzi na zistenie stupna ploidie a velkosti genomu. Principom je meranie a analyza
optickych vlastnosti Castic (buniek, jadier, chromozémov), jednotlivo prudiacich v
tizkom stipci nosnej kvapaliny. Hydrodynamickou fokusaciou sa zabezpedi prechod
konkrétnej cCastice, k Comu dochadza vo vnutri prietokovej komorky, v ktorej sa
jednotlivé castice zoradia. Priemer otvoru, cez ktory prudia Castice je 50 — 100 um s
rychlostou pradenia 1 — 10m/s. Castice prechadzajii la¢om laseru 100 — 1000 &astic/s.
Castice su zafarbené $pecifickym farbivom a nasledne oZiarené svetlom s vhodnou
vinovou dizkou, vd’aka ¢omu déjde k excitacii fluorochromu a v kone¢nom désledku k
vyziareniu svetelnej energie s inou vinovou diZkou neZ sposobila excitaciu. Tento
svetelny signal je zachyteny pomocou fotondsobiCov a premeneny na elektrické
impulzy, ktoré st nésledne spracované. Vystupom analyzy je histogram, zobrazujici
relativnu intenzitu fluorescencie meranych castic (Haynes, 1988). Vd’aka rozdielnemu
obsahu DNA u rodi¢ovskych rastlin, bola tato metéda Gspe$ne pouzitd na zistenie
medzirodovych kriZzencov Festulolium, kde sa analyzovali krizenci, konkrétne F1 L.
multiflorum x F. arundinacea var. glaucescens (L4F4) a L. multiflorum x F.

arundinacea var. genuina (L4F6), a ich spéatni krizenci (Kerlan et Ghesquiére, 1997).

Tato metdda je Casovo narocna a finan¢ne nakladna na zabezpecenie pristroja
arovnako je potrebné zabezpecit kvalifikovaného odbornika na pracu s tymto

pristrojom.

19



3.3 Molekuliarne markery vhodné pre identifikiciu kriZencov trav

V sucasnej dobe existuje niekol’ko typov markerov, vyuzivanych na
identifikaciu druhov Festuca, Lolium a krizencov Festulolium. Medzi pouzivané patria
izoenzymy, SSR, RFLP, AFLP, RAPD, ITS, SNP a DArT markery.

3.3.1 I1zoenzymy

Prvé z molekularnych markerov pouzitych na Studium vztahov medzi druhmi
Festuca alolium boli izoenzymy. Izoenzymy su enzymy, ktoré sa liSia
v aminokyselinovej sekvencii a katalyzuju rovnaku reakciu. Tieto enzymy mozu mat
odlisné kinetické parametre aj regulacné vlastnosti. St kédované v inych genetickych
lokusoch, ktoré¢ zvycajne vznikaju génovou duplikaciou alebo divergenciou. Izoenzymy
modzeme odlisit’ na zdklade elektroforetickej pohyblivosti (Berg et al., 2002) a mdZeme

ich pouzit’ ako markery prave vd’aka odlisnej Struktiire aminokyselin.

V stadiu trav boli izoenzymy pouzité na zistenie vztahu medzi druhmi rodu
Lolium. Z tejto stadie vyplyva, Zze Lolium rigidum je najrozmanitej$i druh a mohol by
byt’ spolo¢ny predok rodu Lolium (Charmet et al., 1994). Tieto enzymy boli pouzité aj
pre identifikaciu medzirodovych krizencov Festuca x Lolium (Eizenga et Buckner,
1986). Nevyhodou tychto markerov je hlavne ich maly pocet a vznik monomorfnych

lokusov ich variabilitou.

3.3.2 Jednoduché opakujtce sa sekvencie (SSR)

Dal3im typom molekularnych markerov st jednoduché opakujuce sa sekvencie
alebo mikrosatelity. Mikrosatelity st kratke, tandemovo sa opakujuce jednoduché
sekvenéné motivy o dizke 2 — 6 bp. Najfrekventovanejsie typy mikrosatelitov su tvorené
dinukleotidovym motivom, ale wvyskytuji sa aj tri- atetranukleotidové motivy.
Vyskytuji sa v kédujicich aj nekddujicich oblastiach aje pre ne charakteristicka
vysoka muta¢na rychlost (Zima et al., 2004). PredovSetkym s rozSirené

v eukaryotickych a prokaryotickych genomoch (Field et Wills, 1998; Téth et al., 2000).
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Homozygotny lokus mikrosatelitu ma rovnaky pocet opakovani na oboch
homologickych chromozémoch a heterozygotny lokus ma iny pocet opakovani na kazdu
alelu. Avsak vrovnakom lokuse v populacii sa zvyCajne nachadza niekol'ko aliel
Z rozdielnym poctom repeticii, ¢o znamena, zZe mikrosatelity st vel'mi uzito¢né pre

rozliSenie jednotlivcov (Oliveira et al., 2006).

Mikrosatelity si vhodné na fingerprinting kultivarov, konstrukciu védzbovych
map, selekciu pomocou markerov (MAS), stidium genetickej diverzity a na
fylogenetické a evolu¢né studie (Egan et al., 2012). Pouzitim Specifickych primerov boli
SSR markery vyuzité na identifikaciu odrod Festuca, Lolium a Festulolium v praci
Momotaz et al. (2004). Metodika je Casovo nenaro¢na. Nemalou nevyhodou je
pritomnost’ nulovych aliel, ktoré sa neamplifikujii a nevznika tak produkt (Dakin et
Avise, 2004). Samotna priprava primerov vyzaduje znalost sekvencie DNA

a je finan¢ne nakladna.

3.3.3 Vnitorne transkribované medzerniky (ITS)

ITS sekvencie patria medzi najrozsirenejSie molekularne markery pre
odvodenie fylogenetickych vzt'ahov u rastlin. Sekvencie obsahuju dva medzerniky ITS
—1alTS — 2, ktoré oddel'uju 18S, 5,8S a 26S gény. Oba medzerniky maja frekvenciu
substitucie nukleotidov dostato¢ne vysoku, aby vznikla vnatrodruhova a medzidruhova

variabilita (Hillis et Dixon, 1991, Baldwin et al., 1995).

Podrla zistenych udajov o ITS v oblasti rDNA v jadrovom gendome je mozné
pouzit’ ich pre studium fylogenézy trav, napriklad v praci Hsiao et al. (1995) bolo
analyzovanych 25 druhov z podrodiny Pooideae a z trav boli pouzité F. arundinacea
aF. mairei. Hand et al. (2010) pouzila pre analyzu 18 druhov kostrav, 3 druhy
métonohu a hrebienku oby¢ajnu (Cynosurus cristatus L.). Kostravy F. pratensis a F.
arundinacea var. glaucescens boli uréené ako pravdepodobni predkovia dvoch
morfotypov F. arundinacea. ITS sekvencie sa ve'mi Casto nepouzivaji, najmi pre

nizky pocet dostupnych markerov.
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3.3.4 Dizkovy polymorfizmus restrikénych fragmentov (RFLP), polymorfizmus
dizky amplifikovanych fragmentov (AFLP) a polymorfizmus nihodne
amplifikovanej DNA (RAPD)

Dal§im z molekularnych markerov je polymorfizmus dizky restrikénych
fragmentov (RFLP), ktory vznika mutaciou nukleotidovej sekvencie v mieste Stiepenia
restrikénou endonukledzou. Moézu vzniknut’ nové rekogni¢né miesta alebo zaniknut'.
Tieto muticie spdsobuju variabilitu v dizke vzniknutych fragmentov. Fragmenty
ziskané enzymatickym Stiepenim sa elektroforeticky separuji na agar6zovom géli
amdzeme ich detegovat’ pouzitim etidium bromidu a vizualizovat’ UV svetlom alebo
ich detegujeme pomocou Southernovej hybridizacie (Snustad et Simmons, 2009). RFLP
markery boli pouzité na uréenie genomického vzt'ahu rodi¢ovskych druhov F. mairei
aL. perenne aich medzirodovych krizencov. Analyza u krizencov potvrdila, Ze

kostrava F. mairei je pribuzna s L. perenne (Chen et al., 1995).

Velkou nevyhodou pouzitia tychto markerov je potreba velkého mnozstva
kvalitnej DNA, pracnost’ a Casova naro¢nost’. Preto sa prevadzaji na markery PCR —
RFLP lebo pre analyzu staci pouZzit’ menSie mnozstvo DNA a zmeny V sekvencii sa daju

rychlejsie zaznamenat’ (Gibson et Muse, 2009).

Do tejto skupiny markerov d’alej patri metoda AFLP, pri ktorej sa Studovana
vzorka DNA nastiepi restrikénou endonukleazou, naamplifikuje v PCR reakcii
aanalyzuje na géli. Markery vyuzivajuce polymorfizmus dizky amplifikovanych
fragmentov (AFLP) moéZeme pouZzit na saturané mapovanie, mapovanie QTL
arozliSenie odrod (Gibson et Muse, 2009). U trav boli AFLP markery pouzité na
zistenie prenosu segmentov Fp chromozéomov medzi triploidnymi krizencami
vytvorenymi z 4x L. perenne a 2x F. pratensis spétne krizenymi s L. perenne. Pomocou
AFLP markerov sa zistilo, ktora vizbova skupina je individudlne zastupenda u BC1l
krizencov. Tri vdzbové skupiny mali Gplne substituované Fp chromozomy a dve
vézbové skupiny mali substituované jedno rameno Fp chromozému (King et al., 1998).
Nevyhodou je dominantny charakter markerov a zlozitd optimalizacia metddy (Gibson

et Muse, 2009).
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Poslednymi markerami v tejto skupine st ndhodne amplifikované polymortné
DNA (RAPD). RAPD markery moézu byt pouzité na rychle odlisenie druhov a Stidium
fylogenetickych vztahov, lebo nie st vyrazne ovplyvnené podmienkami prostredia. Su
lacné, nevyzaduji informacie o gendome a st vhodné na skiimanie genetickej variability
VvV mnohych rastlinach. Pouzité primery su tvorené kratkymi sekvenciami, maja 9 — 10
r6znych nukleotidov, ktoré netvoria palindrém. Nasadaji na obe vldkna DNA a vznika
mnoho produktov o roznej dizke. Polymorfizmus je bud’ pritomny alebo nepritomny
(Williams et al., 1990).

RAPD markery boli pouzité na Stadium genetickej diverzity u druhov rodu
Lolium prave vdaka jednoduchosti prevedenia, nizkym nakladom a nevyzadujic
znalosti sekvencie DNA (Stammers et al., 1995; Vieira et al., 2004; Bolaric et al.,
2005). V stadii Ma et al. (2013) bolo pouzitych 50 ndhodne vybratych RAPD primerov,
z ktorych 13 bolo vybranych na analyzu. Celkovo bolo ndjdenych 367 RAPD
fragmentov, z ktorych bolo 95,9 % polymorfnych naprie¢ druhmi rodu Lolium. Podl'a
analyzy bolo 8 druhov rozdelenych do dvoch klastrov — samoopelivé (L. persicum, L.
temulentum, L. remotum, L. subulatum) a cudzoopelivé (L. multiflorum, L. perenne, L.
rigidum, L. canariense), ¢o naznacovali uz predchadzajice §tadie pomocou izoenzymov
(Charmet and Balfourier, 1994), ITS sekvencii (Charmet et al., 1997; Gaut et al., 2000),
RFLP (Charmet et al., 1997), RAPD (Stammers et al., 1995) a morfologickych udajov
(Mirjalili et al., 2008).

Aj napriek kladom tychto markerov je ich velkou nevyhodou dominantny
charakter ako u AFLP, lebo prave vd’aka tomu nie je mozné urcit, ¢i amplifikovany
usek pochadza z homozygotného alebo heterozygotného lokusu. Tieto markery maja
nizku reprodukovatelnost’ PCR a v st¢asnosti sa vel'mi nepouzivaju. Nevyhodou je tiez
mal4 dizka primerov, vd’aka ¢omu mozu nasadnit’ na rozne miesta DNA sekvencie

a v roznych smeroch amplifikovat’ fragmenty DNA.
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3.3.5 Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP)

SNPs su prirodzene sa vyskytujuce jednonukleotidové varianty v genome,
vznikajuce mutaciou. Kuzmene nukleotidu na iny moéze dojst tranziciou alebo
transverziou. V sucasnosti su SNP markery velmi c¢asto pouzivané v poziénom
klonovani, evolu¢nych $tadiach, pre charakteristiku a zlozenie populacie (Gibson et
Muse, 2009). Ich vyhodou je, Ze sa v genome vyskytuji vo velkom pocte, menej
podlichaji muticidam ako mikrosatelity apredovSetkym siv gendome rovnomerne

rozptylené.

Na identifikdciu SNP markerov sa dé pouzit niekol’ko metdd, napriklad
metéda jednoretazcového konforma¢ného polymorfizmu (SSCP). Pouziva sa
zdenaturovand DNA, ktord sa nanesie na nedenaturacny polyakrylamidovy gél.
Elektroforéza prebieha pri 4°C, kedy DNA nerenaturuje a jednovldknové sekvencie
vytvoria intramolekularne sekundarne Struktiry, na zéklade ¢oho moézeme rozlisit
heterozygota od homozygota. Alelovo Specificka oligohybridizacia (ASO) je metdda,
pri ktorej sa rozdelia ziskané PCR produkty na agar6zovom géli, zdenaturuju sa
a prenesti na membranu, na ktorej sa hybridizuja s kratkymi oligonukleotidmi (15 bp).
Signal vznika iba pri 100% komplementarite (Gibson et Muse, 2009).

Dalsou metédou na detekciu SNPs je metdéda pod nazvom Ecotilling.
Pouzijeme DNA zpopulacie, ktord obsahuje muticiu a z populdcie bez mutécie.
Pomocou PCR reakcie sa useky DNA naamplifikujii, vzorky DNA sa zmieSaju
a zdenaturuju. Pri nasledujicej renaturacii sa vytvoria homoduplexy a heteroduplexy.
V sekvencii heteroduplexu je miesto nezhody rozstiepené CEL 1 endonukledzou, ¢o
mdézeme na géli alebo sekvenatore rozliSit pritomnostou dvoch fragmentov.

Homoduplex vytvori iba jeden fragment (Comal et al., 2004).

Analyza pomocou fluorescencne zna¢enych prob TagMan a Molecular Beacon
je d’alsou moznou metodou a v stiCasnosti je Casto vyuzivana. Princip je v pritomnosti
dvoch fluorescenénych farieb s prekryvajicimi sa spektrami oznacené ako reportér
a zhasac. Pokial’ s v tesnej blizkosti tak k fluorescencii nedochadza. TagMan préba sa
naviaze na komplementarny retazec DNA a pri predlZovani nového retazca sa sonda
odbura a dochadza k fluorescencii, lebo reportér a zhasa¢ sa oddialia. Proby Molecular

Beacon su vytvorené zo sl'u¢ky a po naviazani na komplementarny retazec dochadza
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k fluorescencii prave oddialenim reportéra a zhasaca (www.lifetechologies.com, Nollau
et Wagener, 1997).
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Obr. 5 Princip analyzy probou TagMan
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Obr.6 Princip analyzy probou Molecular Beacon
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Rovnako U trav ¢asto pouzivanou metddou je metdda prediZenia o jednu bazu
(SBE). Patri medzi minisekvena¢né metddy a je schopna analyzovat’ jednonukleotidové
polymorfizmy. Dochadza k predizeniu 3’ konca naviazaného primeru O jediny
dideoxynukleozidtrifosfat (ddNTP), ktory je fluorescencne znaceny. Primer sa viaze 1
bazu pred SNP miesto svojim 3’ koncom. Reakcia moze prebiehat’ na Cipe aj v roztoku.
V jednej reakcénej zmesi mozno identifikovat’ viacero SNPs navrhnutim rézne dlhych
primerov. Produkt je mozné separovat’ kapilarnou elektroforézou a d’alej analyzovat
pomocou dostupnych programov, napriklad GeneMaker® (Bernat et al., 2002). Tato
metdda bola pouzitd na identifikaciu nepribuznych rastlin Trifolium occidentale D.E.
Coombe a Trifolium pallescens Schreb. ako moznych predkov druhu d’ateliny Trifolium
repens L. Na zaklade priradenych haplotypov bola pozorovana blizka podobnost’ medzi
genomom T. occidentale a jednym subgenoémom T. repens, ale pribuznost’ medzi T.
pallescens a d’alsim subgenémom T. repens bola nizsia (Hand et al., 2008). Preto sa tato
metdda ukizala ako vhodna na identifikdciu SNPs u aloploidnych druhov, ktorych

povod nie je znami.

V neposlednom rade existuje metdda analyzy teplotnych kriviek (HRM), ktora

bola pouzita v tejto praci a z toho dovodu je uvedena v nasledujicej kapitole.

3.3.5.1 Analyza krivky teploty tavenia (HRM)

HRM je jednoduchéa metdda zalozena na principe PCR reakcie, ktora rozpozna
zmeny v DNA sekvencii meranim zmeny teploty tavenia dvojvlaknovej DNA (dSDNA)
(Ririe et al., 1997). U tejto techniky sa pouzivaji fluorescencné interkalacné farbiva,
ktoré meraju kvantitu dsDNA pocas PCR reakcie a umoziuju detegovat’ vznikajlce
heteroduplexy po PCR reakcii, ¢o je mozné pozorovat’ zmenou krivky a teploty tavenia.
Dochadza k taveniu dvojsrobovice DNA na jednovlaknovu a postupnému zniZovaniu
hodnoty fluorescencie postupnym uvolnovanim farbiva (obr.7) (Wilhelm et Pingoud,
2003). Fluorescenéné farby pouZivané v tejto metodde su napriklad LCGreen® (ldaho
Technology Inc.), Syto9® (Invitrogen, Carlsbad, CA) a EvaGreen® (Biotum), ktoré maju
mierne odlisné vlastnosti a vyzaduju si pouzitie odlisSnych PCR pufrov a podmienok

a vyrazne sa lisia v cene (Vossen et al., 2009). Vyhodou tychto farbiv je, ze neinhibuju
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PCR reakciu, nie su toxické a dochadza k minimalnej redistribucii po€as tavenia DNA

(Erali et al., 2008).
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Obr. 7 Priebeh HRM reakcie

Tato metéda je vhodna na analyzu polymorfizmu u mikrosatelitov a SNPs
urastlin (Mader et al., 2008). Bola pouzitd napriklad na charakteristiku SNPs
U hexaploida ovsu (Oliver et al.,, 2011), na zamapovanie SNPs pre pokrytie génu
rezistencie na snet’ u jaémena (Lehmensiek et al., 2008) a na mapovanie polymorfizmu
pomocou SSRs a SNPs markerov F2 populacie L. perenne (Studer et al., 2009).
U Cloveka sa pouZiva na analyzu metylacie DNA, ktord sposobuje zmeny Vv expresii
génov (Ehrich et al., 2006) a analyzu l'udskej mitochondrialnej DNA (Dobrowolski et
al., 2009).

Pristroje pre tato metodu su stile dokonalejSie, ¢im sa vyrazne zvySuje
citlivost’ a reprodukovatelnost’ a znizuji sa prevadzkové nédklady. Nevyhodou tejto
metody je vSak pouzivanie velmi nizkych koncentracii a objemov DNA a primerov,
vd’aka ¢omu moéze dojst’ k chybdm pri priprave vzoriek na analyzu a aj chybnému

hodnoteniu vysledkov.
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3.3.6 Diversity Arrays Technology (DArT)

Poslednou zo spominanych metod je Diversity Arrays Technology (DArT),
vd’aka ktorej je mozné urcit’ vnutrodruhova a medzidruhovu variabilitu. Tato metdda sa
stala cennym zdrojom markerov, ktorymi moézeme genotypovat gendémy, ktorych
sekvencie nepozname (Jaccoud et al, 2001). Je zalozend na redukcii genomovej
komplexity. Na vytvorenic gendmovych reprezentacii sa pouziju dve restrikéné
endonukledzy — Casto Stiepiaca, napriklad BstNI a vzacne Stiepiaca Pstl. Ku vytvorenym
miestach vzniknutych pdsobenim Pstl, sa naliguji adaptéry a dochadza k amplifikécii
Z primerov komplementarnych k Pstl adaptérom. Vzniknu dva typy fragmentov,
konstantné u vSetkych jedincov daného druhu a polymorfné, ktoré sa nachadzaju iba
u niektorych jedincov. Dalej sa ziskané fragmenty zaklonujii do vektoru, ktory je
vneseny do E. coli, a vytvori sa kniznica. Jednotlivé klony z kniZnice sa nanesu na
mikroskopické sklicko a vytvori sa microarray. Takto pripravenu microarray je mozné

pouzit’ na analyzu genotypu hybridizaciou s fluorescenéne oznac¢enou Studovanou DNA.

DATrT markery su Casto pouzivané v Studidch rozmanitosti a na konStrukciu
a saturaciu genetickych map (Wenzl et al., 2006). Tieto markery boli vyuzité aj na
analyzu dolezitych pol'nohospodarskych vlastnosti hexaploida pSenice, napr. rezistenciu
voci popaleninam (Singh et al., 2010). Tieto markery mozu byt sekvenované a fyzicky
mapované v kompletne osekvenovanych genomoch modelovych druhov a pouzité pre
d’alSie pochopenie umelych vztahov medzi chromozémami kfmnych trav. To moze
nasledne viest' k Gc¢innejSej identifikacii génov, ktoré st zakladom doélezitych

pol'nohospodarskych vlastnosti (Kopecky et al., 2009).

DArTFest array bola vytvorena prave pre jednoduchsie skumanie komplexu
Festuca — Lolium. V praci Kopecky et al. (2009) bolo analyzovanych 167 odrdd troch
druhov kostravy (F. arundinacea, F. glaucescens a F. pratensis) advoch druhov
métonohu (L. multiflorum a L. perenne). Microarray obsahuje 7680 sond odvodenych
z metylfiltrovanej gendémove] reprezentdcie vysSie uvedenych druhov. Bolo
identifikovanych 3884 polymorfnych markerov, ktoré boli dalej pouzité na
genotypovanie 5 krizencov Festulolium. Vyvinutim metédy DArTFest array sa ziskalo
velké mnozstvo polymorfnych markerov a rozhodli sme sa ich v tejto praci pouzit’ pre

hl'adanie novych markerov pomocou met6édy PCR.
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V nasledujucich kapitoldch st uvedené metody, ktoré som vo svojej
diplomovej praci pouzila pre najdenie druhovo Specifickych markerov. Hl'adat SNP
markery sme sa rozhodli preto, lebo ich vyhodou je nenaro¢na metodika a rychlost’
pouzitia, vel'ky pocet v genéme, vyraznejSie nie si ovplyvnené mutaciami a preto
by bolo mozné ich vyuzit' v tejto praci, lebo identifikaciou druhovo Specifickych SNPs

sa naSe laboratorium intenzivne zaobera.

Na detekciu SNPs som pouzila sekvenovanie PCR produktu s mnou
navrhnutymi primerami a metdédu analyzy kriviek teploty tavenia DNA (HRM). Na
najdenie druhovo Specifickych markerov by sa dalo pouzit’ vela inych vyssie uvedenych
metdd, ale ja som pouzila nizSie uvedené metody pre ich dostupnost’ na pracovisku
Ustavu experimentalnej botaniky AV CR v Olomouci. Tato prica je zamerani na
prevod DArT markerov na PCR markery, ktoré budt spolahlivé a striktne druhovo
Specifické pre identifikdciu F1 krizencov a jednoduché na pouzitie $lachtitel'skymi

stanicami.
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4 Material a metody

4.1 Rastlinny material

Na analyzu som pouzila 85 odrdd troch druhov trav, konkrétne 29 odrod

kostravy laénej, 27 odréd métonohu trvaceho a 29 odrod matonohu mnohokvetého, viz

tabul’ka 1. Semena rastlin, ktoré som mala k dispozicii boli ziskané zo Sl'achtitel'skej

stanice DLF Hladké Zivotice.

Tab.1 Zoznam testovanych odrod kostravy a méatonohu.

Kostrava li¢na
(Festuca pratensis Huds.)

Mitonoh trvaci
(Lolium perenne L.)

Mitonoh mnohokvety
(Lolium multiflorum Lam.)

BARCRYPTO ABERMAGIC ABYS

COSIMA CANCAN ADIN

COSMOLIT FOXTROT ALTRIA
COSMONAUT GREEN FAIR travnikovy BELLUNA
DEDINOVSKAYA INDIANA CORDELLIA

FURE OPTION FOX

JAMAICA PREMIUM INDUCER

JUSTA RECOLTA IS-LMD 12
KOLUMBUS REGAL travnikovy ITAKA
KRASNOUFIMSKAYA 93 TELSTAR KURI

LAURA TWYSTAR LIGRANDE
MAKIBASAKAE ANAKONDA MELCHIOR
MARUSAKAE ASTON ENERGY PODIUM

MINTO AUBISQUE RANGIFER

NORILD CALIBRA SULTAN
PARADISIA DEXTER TIGRIS

PETRARCA ELGON YOLANDE LMD PX2 107
PRADEL KENTAUR CABALLO
PRAXILA MAGICIAN GISEL

PREVAL MATHILDE IS-LMT 15
PRONELA MISSOURI JEANNE

RASKILA MODANE KIGEZI 1 CL 00-4122
REVANSH NEPTUN MONDORA
RICARDO SIGNUM SALOME

SENU TETRA GREEN travnikovy TAURUS

STELLA TIVOLI TONYL
TOMASAKAE VIK 66 UNDINE (LMT 02-4141)
TYKO VIRGYL

PARADUS ZEBU
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4.2 Vyber DArT markerov a navrhnutie primerov

Na zéklade dostupnych sekvencii DArT markerov publikovanych v ¢lanku
Barto$ et al., (2011), som si vybrala 30 S$pecifickych pre kostravu laénu a 30
Specifickych pre méatonoh mnohokvety a mdtonoh trvaci. V programe Primer 3 som

navrhla 60 parov primerov, ktoré som d’alej pouzivala.

4.3 Izolacia DNA

Z dostupnych odrdéd pomocou navodu kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit
vyizolujeme celkovii DNA. Z konkrétnych rastlin odoberieme po 100 mg zdravych
a mladych listov a dame vysuSit' na 24 hodin do lyofylizéra pri teplote 37 °C. Takto

ususené rastliny zhomogenizujeme v oscilacnom mlyne.

K rozdrvenym listom pridame 400 ul lyza¢ného pufru P a 20 ul proteinazy K.
Takto pripravené vzorky sa inkubuji 3 mintty vo vodnom kupeli pri teplote 65 °C.
Pocas inkubacie je dobré vzorky obcas premiesat’. Po inkubacii vzorky premiestnime do
koloniek s oznacenim prefilter a dame centrifugovat’ na 1 minttu pri 12000 otackach za
sekundu. Odstranime kolonky a k ziskanému filtratu pridame 200 pl viazbového pufru P
a prenesieme do koloniek s oznacenim spin filter, inkubuji sa 1 minatu pri izbovej

teplote a centrifuguja 1 minutu pri 12000 otackach za sekundu.

Filtrat odstranime a kolonky precistime pridanim 550 ul Wash pufru I a vzorky
sa centrifugujo 1 minutu pri 12000 otackach za sekundu. Zase filtrat odstranime
apridame 550 pl Wash pufru Il, centrifugujeme 1 minatu pri 12000 otackach za
sekundu. Tento krok sa zopakuje este raz. Kolonky znova scentrifugujeme 2 mintty pri

12000 otackach za sekundu pre dokonalé odstranenie premyvacieho pufru.

V kolénkach zostala zachytena DNA, ktora premiestnime do novych 1,5ml
skimaviek a pridame 80 pl elu¢ného pufru D predhriateho na 65 °C a inkubujeme 3
minaty. Potom vzorky centrifugujeme 1 minatu pri 10000 otackach za sekundu.
Kolonky odstranime a v skamavkach zostala zachytena DNA, ktorej kvalitu
a koncentraciu zmeriame a nariedime podl'a potreby. Vzorky DNA sa uchovavaji pri
teplote — 20 °C.
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4.4 PCR amplifikacia

Vsetkych 60 parov primerov som otestovala na 85 genotypoch pomocou PCR
reakcie a ich $pecifitu som urcila na 1,5% agar6zovom géli. Podmienky PCR a zloZenie
premixu je v tabulke 2 a 3. Jednotlivé chemikalie napipetujeme do skiimaviek podl'a
poradia v tabul’ke 3.

Tab. 2 Podmienky PCR reakcie.

Denaturacia 95 °C 5 min 1x
95 °C 1 min

Amplifikacia 60 °C 2 min 25X
72 °C 2 min

Elongacia 72 °C 10 min 1x

Tab. 3 Mnozstvo chemikalii pipetovanych do premixu.

Chemikalie Objem (ul)
Creasol red 2

10x PCR pufor 1

10 mM dNTPs 0,2
Primer F+R 0,2
Taq pol. (4 U/ul) 0,2
DNA (10 ng/ml) 2
dH,0 4,4
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4.5 Sekvenovanie

Predistenie PCR produktu — ExoSap reakcia

Samotnému sekvenovaniu predchadza niekolko nizSie uvedenych krokov

dolezitych pre upravenie PCR produktov.

Na dosti¢ku napipetujeme 3 ul PCR produktu a pridame 4 pl premixu (tab. 4).
Takto pripravené vzorky sa daju inkubovat’ do cykléru za podmienok 37 °C/30 min a 95
°C/5 min.

Tab. 4 ZloZenie premixu, objem na 1 vzorku.

Chemikalie Objem (ul)
1x PCR pufor 3,45
Alkalické fosfataza 0,5
FastAP

Exonukleaza | 0,05

Sekvenacénd reakcia BigDve

Premix si pripravime podl'a rozpisu v tabul’ke 5, rozpipetujeme do jednotlivych
jamiek 96 jamkovej dosticky. Dosticka sa inkubuje v cyklery podla podmienok v
tabul’ke 6.

Tab. 5 Zlozenie premixu, objem na 1 vzorku.

Chemikalie Objem (ul)
Precisteny PCR produkt 3

5x sekvenacny pufor 1,5
BigDye 1
Primer F/R 1
dH,0O 3,5
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Tab. 6 Podmienky sekvena¢nej reakcie.

98 °C 5 min 1x
96 °C 10 sec

50 °C 5sec | gox
60 °C 4 min

Precistenie PCR produktu po sekvenaénej reakcii

Pred pouzitim premiesame Agencourt CleanSEQ, aby doslo k uplnému
resuspendovaniu magnetickych guli¢iek. Do kazdej jamky pridame 5 pul Agencourt
CleanSEQ a 85% etanol podl'a tabul’ky 7. Pipetou premieSame roztok dokial’ nie je

homogénny.

Tab. 7 Mnozstvo 85% etanolu na objem sekvenacnej reakcie.

Objem sekvenacnej Objem 85%
reakcie (ul) etanolu (ul)

5 31

10 42

15 52

20 62

25 73

Dosticku premiestnime na Agencourt SPRIPlate magnet a nechame stat’ 3 — 5
minat. Supernatant odpipetujeme a vzorky precistime pridanim 100 pl 85% etanolu,
pockame 30 sekund. Etanol odpipetujeme aznova pridame 100 pl 85% etanolu. Po
odpipetovani etanolu vzorky nechame vysusit pri izbovej teplote 10 minut. Pridame 80

ul redestilovanej vody a 5 minuat inkubujeme pri izbovej teplote mimo magnet.

Takto precistené vzorky analyzujeme na genetickom analyzatore ABI 3730xI
DNA. Po osekvenovani zostavime sekvencie jednotlivych vzoriek v programe DNA

Baser (www.dnabaser.com).

34


http://www.dnabaser.com/

4.6 Analyza teplotnych kriviek DNA (HRM)

Tato metdédu som pouzila na detekciu SNPs pomocou 7 parov primerov,
konkrétne Lp260, Lp290, Lp300, Lp310, Lp350, Lp560 a Lp810. Na analyzu HRM si

pripravime premix podl'a tabul’ky 8.

Tab. 8 Zlozenie premixu, objem na 1 vzorku.

Objem
Chemikalie
(D)
Sso Fast supermix 10
Primery R+F 0,1+0,1
dH,0 6,8
DNA 3

DNA napipetujeme do 96 jamkovej MicroAmp dosticky, pridame premix
a premiestnime do cykléru. Pouzity teplotny protokol sa nachadza pod textom.

Vysledky som spracovala programom Melt Analysis™ Software (Bio — Rad).

Protokol
1: 98,0°C for 2:00 min
2: 98,0°C for 0:05 sec
3: 60,0°C for 0:20 sec
4: 72,0°C for 0:20 sec
Plate Read
5: GOTO 2, 30 more times
6: 72,0°C for 5:00 min
7. Melt Curve 65,0°C to 95,0°C: Increment 0,2°C 0:05 sec
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4.7 Zoznam pouzitych chemikalii

e Agardza (Serva)
e Deionizovana voda

e Deoxyribonukleozid trifosfaty dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Fermentas, Litva)
e Ethanol — 96% roztok (Lachema, CR)

e Ethidium bromid (Sigma Chemical, USA)

e EXx0Sap-IT® (Affymetrix, USA)

e Exonukledza I (Fermentas, Kanada)

e PCR primery (Invitrogen; Sigma-Aldrich)

e Proteinaza K

e Taq polymeraza

e Termosensitivna alkalicka fosfataza FastAP (Fermentas, Kanada)

e Velkostny marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas)

4.8 Pouzité pufry a komer¢éné kity
e BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)
e Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Invitek, Nemecko)
e Sso Fast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

10 x PCR pufor
e 100 mM Tris-HCI pH 8,8
e 15 mM MgCl,
e 500 mM KCI
e 1% Triton X-100

0,5 x TBE pufor (pH 8)
e 45 mM Tris baza

e 45 mM kyselina borita
e 1mMEDTA
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Cresol Red (100 ml)
e 7,5(¢sacharoza
e 50 mg Cresol Red
e doplnit’ do 100 ml H,O

4.9 Vybavenie laboratoria

e MicroAmp® Optical 96-kapilarovy sekvenator 3730x]1 DNA analyzér (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)

e Biologicky termostat BT120 (Laboratorni pistroje Praha, CR)

e Bioimaging System s transiluminatorom model GVM20 (Syngene, GB)

e Homogenizacny oscilaény mlyn MM301 (Retsch, Nemecko)

e Magneticka dosticka 96 DIRECT INJECT MAGNET (Beckman Coulter, USA)
e Biosystems, Foster City, CA, USA)

e Multifunkéna centrifiga JOUAN CR3i Multifunction Centrifuge

e Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop®

e Stolnd centrifiga IEC Micromax RF (Thermo Scientific, USA)

e Termocyklér C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

37



5 Vysledky

Vo svojej diplomovej praci som celkovo otestovala 60 parov primerov,
navrhnutych z dostupnych DArT markerov, na 85 odrodach druhov kostrava lucna,
matonoh trvaci a miatonoh mnohokvety. Zo vsetkych odrod uvedenych v tabul’ke 1 som
vyizolovala DNA pomocou Invisorb® Spin Plant Mini Kitu. Koncentraciu som zmerala
na spektrofotometri. Celkovo som z kazdej odrody ziskala 80 ul roztoku obsahujtci
DNA. Primery som navrhla pomocou programu primer 3 aich S$pecifitu som overila

pomocou PCR reakcie.

5.1 Hradanie markerov detekovatenych PCR reakciou

Navrhnuté primery boli testované pomocou metody PCR na vyizolovanej DNA
z 85 odrod druhov kostravy a miatonohu. PCR reakcie prebehli s teplotou annealingu
v rozmedzi od 58 do 61 °C. Vzniknuté produkty som preniesla na 1.5 % agardzovy gél,
na ktorom prebehla elektroforeticka separacia. Doba elektroforetickej separacie bola 60
minGt pri napéti 120 V, potom som gél preniesla do etidium bromidu a nasledne

vizualizovala pomocou UV svetla.

Vsetkych Sest'desiat parov primerov som otestovala iba na niekolkych
odrodach ato na 18 odrodach kostravy lucnej, 12 odrodach métonohu trvaceho a 6
odrodach maitonohu mnohokvetého, pricom predpokladana velkost produktov sa
pohybovala medzi 200 — 300 bp. Hodnotila som pritomnost alebo nepritomnost’
fragmentu, ktory uroval, ¢i je dany primer $pecificky pre konkrétny druh. Z vysledkov
nachadzajucich sa v tabulkach 9 a 10 je zrejmé, Ze po otestovani vSetkych 60 paroch
primerov sa o Specifite da hovorit’ u dvoch parov z nich. Avsak iba Sest’ primerov bolo
d’alej testovanych na ostatnych 49 odrodach (obr. 8, tab. 11). Primer Lm29 bol
pozitivny u44 odrodich z 56 odréd médtonohu anegativny u vSetkych odrodach
kostravy. Primer Lm24 bol negativny u vsetkych odrod kostravy a pozitivny u 12 z 18

odrod mitonohu, ale do dalSich testov nebol zahrnuty preto, lebo sme vyberali také
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primery, ktoré podl'a nasich vysledkov mali byt’ $pecifické pre ¢o najviac odrdd (tab. 9).
V kone¢nom dosledku sme urcili, ze 2 primery vysli ako $pecifické, ale jeden by bolo

treba otestovat’ eSte na viacerych odrodach pre potvrdenie Specifity.

Tab. 9 Vysledky PCR testovania 18 odrdd kostravy lucnej (F. pratensis), 12 odrdod
matonohu trvaceho (L. perenne) a 6 odrod matonohu mnohokvetého (L. multiflorum) na

30 paroch navrhnutych primerov, §edé pole — nepritomny produkt, biele pole — pritomny

produkt.

Odrody
maétonohu
mnohokvetého
(Lolium
multiflorum)

Odrody métonohu trvaceho
(Lolium perenne)

Primer Odrody kostravy lu¢nej (Festuca pratensis)
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Tab. 10 Vysledky PCR testovania 18 odrod kostravy laénej (F. pratensis), 12 odrod
métonohu trvaceho (L. perenne) a 6 odréd matonohu mnohokvetého (L. multiflorum) na

30 paroch navrhnutych primerov, §edé pole — nepritomny produkt, biele pole — pritomny

produkt.
Odrody
. . métonohu
Primer Odrody kostravy lu¢nej (Festuca pratensis) Odrody n.latonOhu trvéceho mnohokvetého
(Lolium perenne) (Lolium
multiflorum)

Fpl
Fp2
Fp3
Fp4
Fp5
Fp6
Fp7
Fp8
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Tab. 11 Vysledky PCR testovania ostatnych 49 odrod kostravy li¢nej, mitonohu trvaceho a méatonohu mnohokvetého na vybranych 6

primeroch, u ktorych sa predpokladala pritomnost’ $pecifickych produktov, sedé pole — nepritomny produkt, biele pole — pritomny produkt.

. o,d vr Od.y kostravy Odrody méitonohu trvaceho Odrody méitonohu mnohokvetého (Lolium
Primer luénej (Festuca - .
pratensis) (Lolium perenne) multiflorum)
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Obr. 8 Elektroforetogram znazornujuci vzniknuté produkty PCR reakcie, pouzité boli
primery Lm3, Lm5, Lm29, Fp2, Fpl2 a Fp30. Teplota annealingu bola 60 °C a ¢as

separacie 60 minut. Produkt vznikol alebo nevznikol podla toho, ktory primer sa

amplifikoval u ktorej odrody. Pouzity bol vel’kostny marker GeneRuler 100 bp.
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Tab. 12 Presné poradie vzorick DNA vyizolovanych z odréd kostravy a métonohu

Vv géli na obrazku 8. + pritomny a — nepritomny produkt.

Odroda Primer Odroda Primer

1. | KL Cosmonaut Lm3 - | 37. | JV Aubisque Lm3

2. | JV Jamaica Lm3 + | 38. | JV Missouri Lm3

3. | KL Cosmonaut Lm5 - | 39. | JV Aubisque LmS -
4. | JV Jamaica Lm5 + | 40. | JV Missouri LmS +
5. | KL Cosmonaut Lm29 - | 41. | JV Aubisque Lm29 +
6. | JV Jamaica Lm29 - | 42. | JV Missouri Lm29 +
7. | KL Cosmonaut Fp2 + [ 43. | JV Aubisque Fp2 +
8. | JV Jamaica Fp2 + | 44. | JV Missouri Fp2 +
9. | KL Cosmonaut Fp12 + | 45. | JV Aubisque Fpl2 +
10. | JV Jamaica Fpl2 + | 46. | JV Missouri Fpl2 +
11. | KL Cosmonaut Fp30 - | 47. | JV Aubisque Fp30 +
12. | JV Jamaica Fp30 + | 48. | JV Missouri Fp30 +
13. | JV Calibra Lm3 + | 49. | JV Anaconda Lm3 +
14. | JV Foxtrot Lm3 + | 50. | JV Tetragreen Lm3 +
15. | JV Calibra Lm5 + | 51. | JV Anaconda Lm3 +
16. | JV Foxtrot Lm5 + | 52. | JV Tetragreen Lm5 +
17. | JV Calibra Lm29 + | 53. | JV Anaconda Lm29 +
18. | JV Foxtrot Lm29 + | 54. | JV Tetragreen Lm29 +
19. | JV Calibra Fp2 + | 55. | JV Anaconda Fp2 +
20. | JV Foxtrot Fp2 + [ 56. | JV Tetragreen | Fp2 +
21. | JV Calibra Fpl2 + | 57. | JV Anaconda Fpl2 +
22. | JV Foxtrot Fp12 + | 58. | JV Tetragreen Fpl2 -
23. | JV Calibra Fp30 + | 59. | JV Anaconda Fp30 +
24. | JV Foxtrot Fp30 + | 60. | JV Tetragreen Fp30 +
25. | JV Indiana Lm3 + | 61. | KL Petrarca Lm3 +
26. | JV Option Lm3 + | 62. | JV Twystar Lm3 -
27. | JV Indiana Lm5 - | 63. | KL Petrarca Lms -
28. | JV Option Lm5 - | 64. | JV Twystar Lms -
29. | JV Indiana Lm29 + | 65. | KL Petrarca Lm29 -
30. | JV Option Lm29 + | 66. | JV Twystar Lm29 +
31. | JV Indiana Fp2 + | 67. | KL Petrarca Fp2 +
32. | JV Option Fp2 + | 68. | JV Twystar Fp2 +
33. | JV Indiana Fp12 + | 69. | KL Petrarca Fpl2 +
34. | JV Option Fpl2 - | 70. | JV Twystar Fpl2 -
35. | JV Indiana Fp30 71. | KL Petrarca Fp30

36. | JV Option Fp30 72. | JV Twystar Fp30
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Pokracovanie tabul’ky 12

Odroda Primer Odroda Primer

73. | KL Dedinovskaya | Lm3 - 1 109. | JM Undine Lm3 +
74. | KL Laura Lm3 - | 110. | JM Tigris Lm3 +
75. | KL Dedinovskaya | LmS - | 111. | JM Undine Lmd +
76. | KL Laura Lm5 - | 112. | M Tigris Lm5 +
77. | KL Dedinovskaya | Lm29 - | 113. | JM Undine Lm29 +
78. | KL Laura Lm29 - | 114. | JM Tigris Lm29 +
79. | KL Dedinovskaya | Fp2 115. | JM Undine Fp2 -
80. | KL Laura Fp2 116. | JM Tigris Fp2 -
81. | KL Dedinovskaya | Fpl2 - | 117. | JM Undine Fpl2 -
82. | KL Laura Fpl2 + | 118. | JM Tigris Fpl2 -
83. | KL Dedinovskaya | Fp30 - | 119. | JM Undine Fp30 +
84. | KL Laura Fp30 - [ 120. [ IM Tigris Fp30 -
85. | JM Podium Lm3 + | 121. | JM Rangifer Lm3 +
86. | JM Taurus Lm3 + | 122. | Jm Itaka Lm3 +
87. | JM Podium Lm5 + | 123. | JM Rangifer Lm5 +
88. | JM Taurus Lm> + | 124. | Jm Itaka Lm> +
89. | JM Podium Lm29 - | 125. | JM Rangifer Lm29 +
90. | JM Taurus Lm29 - | 126. | Jm Itaka Lm29 -
91. | JM Podium Fp2 - [ 127. | JM Rangifer Fp2 -
92. | JM Taurus Fp2 - 1 128. | Jm Itaka Fp2 -
93. | JM Podium Fpl2 - [ 129. | JM Rangifer Fpl2 -
94. | JM Taurus Fpl2 - | 130. | Jm Itaka Fpl2 -
95. | JM Podium Fp30 + | 131. | JM Rangifer Fp30 +
96. | JM Taurus Fp30 + | 132. | Jm Itaka Fp30 +
97. | JM Salome Lm3 + | 133. | IMISLMT 15 Lm3 +
98. | JM Melchior Lm3 + | 134. | JM Inducer Lm3 -
99. | JM Salome Lm5 + | 135. | IM IS LMT 15 Lm5 +
100. | JM Melchior Lm5 + | 136. | JM Inducer Lm5 +
101. | JM Salome Lm29 + | 137. | IMISLMT 15 | Lm29 +
102. | IM Melchior Lm29 + | 138. | JM Inducer Lm29 +
103. | JM Salome Fp2 - [ 139. | IMISLMT 15 | Fp2 -
104. | IM Melchior Fp2 - | 140. | JM Inducer Fp2 -
105. | JM Salome Fpl2 - | 141 | IMISLMT 15 | Fpl2 -
106. | IM Melchior Fpl2 - | 142. | JM Inducer Fpl2 -
107. | JM Salome Fp30 143. [ IMISLMT 15 | Fp30

108. | IM Melchior Fp30 144. | JM Inducer Fp30
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5.2 Hladanie SNP markerov

Vzhl'adom k tomu, ze sa podarilo identifikovat’ 2 druhovo $pecifické markery,
pouzitel'né pomocou PCR, sme sa rozhodli este najst SNP markery osekvenovanim
produktov u troch vybranych primerov advoch diploidnych odréd, Kolumbus od
kostravy lu¢nej a Abermagic od métonohu trvaceho. Kazdy produkt bol osekvenovany
pétnast’krat, aby som ziskala dostato¢na hibku &itania a mala 95% pravdepodobnost’, Ze

najdené SNP varianty budi homogénne.

K dispozicii som dostala 7 parov novych primerov navrhnutych na SNP
markery zo sekvenacnych dat transkriptomu kostravy la¢nej, odrody WESTA
a matonohu trvaceho, odrody MITOS v Centre pre funkénu a Struktirnu genomiku
rastlin. Specifitu tychto primerov som overila pomocou metédy PCR (obr. 9, tab. 13).
U piatich zo siedmich primerov bola velkost’ produktu amplifikacie vicSia, nez ako
bola navrhnutd. Vzhl'adom k tomu, ze boli primery navrhnuté pomocou sekvencii
transkriptdému, s velkou pravdepodobnostou muselo utychto primerov dojst
k amplifikacii intronovych oblasti a tym zvaéseniu vysledného produktu. Vyhodou by
to bolo vtedy, pokial’ by tieto introny boli druhovo $pecifické, ¢o sa vSak nepotvrdilo.
Ostatné dva primery boli pouzité na overenie SNP markerov pomocou metoédy HRM,
ktorou som analyzovala 12 odrod, Sest’ z kazdého rodu. V tomto pripade vysledky HRM
analyzy (grafy 1 — 4, tab. 14, 15) nedokazali identifikovat’ SNP markery. Preto by bolo
potrebné navrhnit’ nové primery, pouzit’ vacsiu populaciu odréd oboch rodov a overit

jedinecnost’ oblasti, na ktoré boli primery navrhnuté.
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Obr. 9 Elektroforetogram znazoriiujuci vzniknuté produkty PCR reakcie pouzitim

primerov Lp260, Lp290, Lp300, Lp310, Lp350, Lp560 a Lp810. Teplota annealingu

bola 60 °C a ¢as separacie 60 minuat. Pouzity bol vel'kostny marker GeneRuler 100 bp.

Tab. 13 Presné poradie vzorieck DNA odrdd kostravy a mitonohu v géli na obrazku 9.

+pritomny a — nepritomny produkt.

Odroda Primer Odroda Primer
1. | KL Fure Lp260 |- | 15. | JV Aston Energy Lp260 | -
2. | KLRaskila | Lp260 |- |16. | JV Abermagic Lp260 | -
3. | KL Fure Lp290 |+ | 17. | JV Aston Energy Lp290 | +
4., | KLRaskila | Lp290 |+ | 18. | JV Abermagic Lp290 | +
5. | KL Fure Lp300 |+ | 19. | JV Aston Energy Lp300 | +
6. | KL Raskila | Lp300 |+ |20. |JV Abermagic Lp300 | +
7. | KL Fure Lp310 |+ | 21. | JV Aston Energy Lp310 | +
8. | KL Raskila |Lp310 |+ |22. |JV Abermagic Lp310 |+
9. | KL Fure Lp350 |+ | 23. | JV Aston Energy Lp350 | +
10. | KL Raskila | Lp350 |+ | 24. | JV Abermagic Lp350 | +
11. | KL Fure Lp560 |+ | 25. | JV Aston Energy Lp560 | +
12. | KL Raskila | Lp560 |+ |26. | JV Abermagic Lp560 | +
13. | KL Fure Lp810 |- | 27. | JV Aston Energy Lp810 |-
14. | KL Raskila | Lp810 |- | 28. | JV Abermagic Lp810 | -
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Graf 1. Normalizované teplotné krivky pouzitim primeru Lp560 s obmedzenim

teplotného intervalu na 78,5°C — 87,6°C.

Normalized, Temperature-Shifted Melt Curve
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Graf 2. Priebeh teplotnych kriviek PCR produktov 6 odrdd, pouzity primer Lp560.
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Tab.14 Odrody analyzované HRM metodou s primerom Lp560 a vzniknuté clustery.

Odroda Cluster Teplota
tavenia (°C)
Paradus — kostrava | - -

Fure — kostrava

Cosima — kostrava | 3 -
Norild — kostrava 4 -
Westa — kostrava - -
Jamaica — kostrava | 3 80,8
Foxtrot — matonoh | 5 79,8
Indiana — méitonoh | 7 80,2
Podium — métonoh | 6 80
Taurus — méatonoh | 3 -

Mitos — mitonoh - -

Graf 3. Normalizované teplotné krivky pouzitim primeru Lp810 s obmedzenim

teplotného intervalu na 78,5°C — 87,5°C.
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Graf 4. Priebeh teplotnych kriviek PCR produktov 6 odrdd, pouzity primer Lp810.
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Tab.15 Odrody analyzované HRM metodou s primerom Lp810 a vzniknuté clustery.

t t + t t
80 81 82 83 84 85
Shifted Temperature

Odroda

Cluster Teplota
tavenia (°C)

Paradus — kostrava

Fure — kostrava

Cosima - kostrava

Norild — kostrava

Westa — kostrava

Jamaica — kostrava

Foxtrot — médtonoh

Indiana — méatonoh

Podium — méatonoh

Taurus — mitonoh

Mitos — mitonoh
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6 Diskusia

Travy su v sucasnosti Studované najmé pre ich Siroké vyuzitie v oblastiach
pol'nohospodarstva a bezné vyuzitie vo vysadbe travnikov pre rézne ucely. Kostrava je
odolné voci biotickému a abiotickému stresu, mitonoh poskytuje vysoké vynosy krmiva
a semien a preto vzniknuti krizenci maja vlastnosti, ktoré si vyhodné pre ich d’alSie
pouzitie. Genomicka Struktira tychto krizencov je variabilna a dostupné metddy na ich
analyzu st zdihavé a drahé alebo inak nevyhodné. Ciel'om tejto prace bolo z dostupnych
DATrT sekvencii trdv navrhnit' primery vhodné na odvodenie druhovo Specifickych
markerov a overenie ich $pecifity pomocou PCR reakcie. Preto sme sa rozhodli skusit’
vytvorit’ jednoduchu, lacni a rychlu metddu, ktorou by sme mohli tychto krizencov

analyzovat'.

Amplifikovala som vSetkych Sestdesiat navrhnutych parov primerov
s koncentraciou 1 uM na vyizolovanej DNA z odrod trav, ktorej koncentracia bola 20
ng/ul. V PCR reakcii som pouzila teplotu annealingu 60 °C. Takato teplota bola pouzita
v praci Studer et al. (2008), v ktorej ju ale pouzili na hladanie polymorfnych SSR
markerov. Pre odvodenie SSR markerov boli pouzité EST sekvencie a testované na 6
odrodach métonohu trvaceho a dvoch odrodach métonohu mnohokvetého. Vybrali 744
mikrosatelitov, z ktorych sa 464 Gspesne amplifikovalo a 143 bolo polymorfnych. 306
mikrosatelitov poskytlo Specificky produkt, vdaka ¢omu mohli byt pouzité na

mapovanie génu VrnA.

V mojej praci som otestovala vsetky primery na 18 odrodach kostravy lucnej, 12
odrodach métonohu trvaceho a 6 odroddch mitonohu mnohokvetého a urcili sme 7
primerov, u ktorych sme predpokladali, ze by mohli byt druhovo Specifické, ale
testovanim na d’alSich 49 odrodach sa Specifita potvrdila iba u1 zo 6 testovanych
primerov. Ako Specifické sme povazovali tie odrody, ktoré st negativne u vSetkych
odrdd jedného druhu a pozityvne u vacsiny odrod druhéhi druhu. U primeru Lm24 (tab.
9) bola takisto pozorovana Specifita, lebo poskytol produkt u 12 odrodach méatonohu
z 18 testovanych au 18 odrdd kostravy bol negativny, ale napriek tomu nebol d’alej
pouzity pre analyzu na ostatnych 49 odrodach, lebo sme prvotne pouzili primery,
u ktorych sme podla vysledkov predpokladali Specifitu u viac¢Sieho mnozstva odrdd.
V budticnosti by mal byt zahrnuty do daliej analyzy. Dalsia 3pecifita umnou

navrhnutych primeroch sa bohuzial nepotvrdila aj napriek tomu, Ze boli navrhnuté

50



z DAIT markerov, ktoré by mali byt Specifické. Mohlo to byt spdsobené faktom, Ze
som otestovala malo primerov, preto by bolo vhodné navrhnat vacSie mnozstvo
primerov. Najlepsie by bolo navrhnut’ primery zo vSetkych dostupnych DArT markerov
a otestovat’ ich Specifitu. Ked’Ze sa mi podarilo njst’ 5 Specifickych primerov vyskusala
som eSte metodu analyzy kriviek teploty tavenia DNA (HRM). Touto metddou je
mozné odhalit’ polymorfizmus pomocou mikrosatelitov a SNPs alebo hl'adat’ nové SSR
a SNP markery. Vo svojej praci som tuto metdédu pouzila prave na hl'adanie SNPs, ktoré
by boli Specifické pre kostravu lu¢nu, miatonoh mnohokvety a métonoh trvaci. Zaviest’
analyzu pomocou SNP markerov by bolo vyhodné najmd pre nizke
naklady, jednoduchost’ pouzitia a rychlost’ identifikacie krizencov Festulolium.
Zaoberala som sa nimi aj ztoho dbévodu, ze su vnaSom laboratoriu intenzivne
Studované. A aj ked’ sa mi nepodarilo metddou HRM ndjst’ SNP markery, je tato metoda
bezne vyuzivana na detekciu SNP markerov u rastlin o ¢om sved¢ia nizSie uvedené

citacie z prac.

V préci Oliver et al. (2011) analyzovali 301 SNP markerov, z ktorych 96 bolo
vybratych pre HRM analyzu a 52 bolo polymorfnych. 36 SNP markerov pouZili na
hodnotenie genetickej diverzity 34 odréd ovsu siateho (Avena sativa L.). Ja som HRM
metodou analyzovala 12 odrdd, 6 od kostravy a 6 od méitonohu. K dispozicii som mala
7 novych primerov, s ktorymi sa v naSom laboratériu pracuje. Boli navrhnuté tak, aby
vzniknuty produkt mal menej ako 100 bp a dizka primerov bola do 25 bp. Pouzila som
takmer rovnaky teplotny profil ako vo vysSie uvedenej praci. Rozmedzie teplot, pri
ktorych sa merala fluorescencia bolo 65 — 95 °C. Teplota sa zvySovala o 0,2 °C kazda
0,05 sekundu ateplotu annealingu som vybrala 60 °C, lebo pri tejto teplote mnou
pouzité primery poskytli produkt na agar6zovom géli. AvSak pouzité primery sa ukazali
ako nevhodné pre tento typ analyzy tym, Ze su navrhnuté z cDNA sekvencii, ¢o
znamena, ze sa do tejto sekvencie mohol dostat’ intrén. To by bolo vyhodné vtedy,
pokial’ by tento introén bol Specificky a tak by sa dal pouZzit’ ako marker. V praci Studer
et al. (2009) pouzili metodu HRM na vyber SNP a SSR markerov z F2 populacie
matonohu trvaceho. Tieto markery potom pouzili na zamapovanie génu VrnA, ktory je
zodpovedny za vernalizdciu u métonohu trvaceho. Teplota annealingu pre navrhnuté
SNP primery bola 63 a 69 °C a pre SSR primer 63 °C. Fluorescencia bola merana medzi

teplotami 70 — 90 °C, kde sa teplota zvySovala vzdy o 0,05 °C kazdu sekundu.
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HRM metddu pouzili na urcenie homozygotov a heterozygotov v pripravenych
vzorkach Mader et al. (2008). Analyzovali 3 sety vzoriek. Prvy set obsahoval vzorky
jedincov pamajoranu (Origanum onites L.), druhy set zahfial vzorky jedincov majoranu
zahradného (Origanum majorana L.) atreti set vzoriek obsahoval jedincov z oboch
vyssie uvedenych druhov. Pouzili 2 mikrosatelity z prace Novak et al. (2008), ktorych
teplota annealingu bola 60 °C. Teplotny profil HRM analyzy bol v rozmedzi 70 — 90 °C,
teplota sa zvySovala 0 0,05 °C kazda sekundu. Pre overenie spravnosti tejto metody
pripravené vzorky aj osekvenovali. Pouzili reakciu ExoSap na precistenie PCR
produktu a BigDye sekvenacnu reakciu. Tuto isti metodiku sekvenacie som pouzila aj
ja na osekvenovanie dvoch diploidnych odrod Kolumbus od kostravy Iuc¢nej
a Abermagic od mitonohu trvaceho, u ktorych som hl'adala pritomnost’ SNP markerov.
Vybrala som si mnou navrhnuté 3 primery, ktoré som pouzila aj pre hl'adanie PCR

markerov. Sekvenovanim som v$ak neodhalila Ziadne Specifické SNPs.

Pre d’alSie testy tychto trav by bolo vhodné skusit’ pouzit’ mikrosatelity, ktoré
sa osvedc¢ili v mnohych pracach. U mitonohu boli mikrosatelity pouzité v praci Anhalt
et al. (2008). Testovali 267 mikrosatelitov navrhnutych inymi autormi (Gill et al., 2006;
Jensen et al., 2005; Jones et al., 2001; Kubik et al., 2001; Lauvergeat et al., 2005; Studer
et al., 2007; Warnke et al., 2004). Skumané boli na jedincoch z F1 a F2 populacie,
z ktorych 70 bolo polymorfnych a z nich 65 pouzili na konStrukciu genetickej mapy.

Teplota annealingu nebola v praci uvedena.

Pre d’alSiu analyzu by bolo vhodnejSie zamerat’ sa na hl'adanie SSR alebo SNP
markerov u tychto druhov trav, ktoré podla vyssie uvedenych publikacii maju vacsiu

uspesnost’.
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7 Zaver

Cielom mojej diplomovej prace bolo navrhnit' jednoduchu a spolahliva
metédu pre identifikdciu medzidruhovych krizencov kostravy a métonohu.
Predpokladom bolo najst markery $pecifické pre rody Festuca a Lolium pomocou PCR
reakcie, ktoré¢ by bolo mozné vyuzit' pri identifikdcii medzidruhovych krizencov
Festulolium. Celkovo som otestovala 60 parov primerov navrhnutych z dostupnych
sekvencii DArT markerov na 36 odrodach druhov kostravy Iu¢nej, mitonohu trvaceho
a matonohu mnohokvetého. Jeden primer bol Specificky pre takmer vsSetky odrody
métonohu, do d’alich testov vSak nebol zahrnuty, lebo sme cielene pouzili primery
s vacSou predpokladanou S$pecifitou na zaklade ziskanych vysledkov. Vybrala som 6
parov primerov, ktoré vyzerali nadejne, a ich otestovanim na d’al§ich 49 odrodach som
ziskala PCR produkty u 1 primeru, ktory sa javil ako Specificky pre jednotlivé druhy

rodov Festuca a Lolium a mohol by byt’ pouzity ako PCR marker.

Tym, Ze som ziskala iba 2 Specifické PCR markery sme sa rozhodli zahrnat
SNP markery do tejto prace, lebo sa im v nasom laboratoriu venuje vysoka pozornost.
Ich vyhodou je nendro¢na metodika arychlost pouzitia, vys$i pocCet v genome a
vyraznejSie nie su ovplyvnené mutdciami a preto by sa dali pouzit’ na identifikaciu
druhov trav. Pre zistenie SNP markerov som osekvenovala produkty z vybranych 3
primerov, pouZitych pri h'adani PCR markerov. Ako d’alSiu metddu na zistenie SNPs
som pouzila HRM, ktoré boli identifikované zo sekvenaénych dat transkriptdému
Festuca a Lolium. Z navrhnutych siedmich primerov som vybrala dva a analyzovala ich
na 6 odrodach kostravy a mitonohu, avSak ani v tomto pripade som neziskala relevantné
vysledky. Pre dalSiu analyzu by bolo vhodnejSie navrhnut primery zo vSetkych
dostupnych DArT markerov a hl'adat SNP alebo SSR markery, ¢o potvrdzuju

publikované vysledky uvedené v literarnej reSersi, vysledkoch a diskusii.
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8 Pouzité skratky

AFLP  dizkovy polymorfizmus amlifikovanych fragmentov (amplified fragment

lenght polymorfism)

BC1 prva generacia vzniknutd spatnym krizenim
BC2 druha generacia vzniknutd spatnym krizenim
bp par bazi (base pairs)

DArT Diversity Arrays Technology
DNA deoxyribonukleova kyselina
ddNTPs deoxyribonukleozid trifosfat
dsDNA dvojretazcova DNA

IDNA  ribozomdlna DNA

F1 prva filidlna generacia

F2 druha filidlna generacia

FISH fluorescenéna in situ hybridizacia

GISH genomova in situ hybridizacia

ITS transkribovany medzernik (internal transcribed spacer)
Mb milion parov bazi (mega base pairs)
PCR polymerazova retazova reakcia

RAPD  nahodne amplifikovana polymorfna DNA (randomly amplified polymorphic
DNA)
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RFLP

SNPs
SBE
SSRs
Ta

QTL

dizkovy polymorfizmus restrikénych fragmentov (restriction fragment length

polymorphism)

jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphism)
single — base extension

jednoduché opakujuce sa sekvencie (simple sequence repeat)
teplota annealingu

Quantitative trait loci
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