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SOUHRN

PSenice seta (Triticum aestivum L.; 2n = 6x = 48; AABBDD) je zdrojem potravy
na svété. Vytvoreni fyzické mapy celého genomu pSenice je nezbytnym krokem pro ziskéani
jeho kompletni referencni sekvence. Sekvenovani pSenice je ztizeno znacnou velikosti jejiho
genomu (17 Gb) a jeho polyploidnim charakterem (subgenomy A, B a D). Tyto ptekazky
je mozné prekonat pomoci pritokové cytometrie, diky niz lze tfidit jednotlivé chromozomy,

nebo jejich ramena, a tim studium genomu pSenice vyrazné zjednodusit.

Ptedklddand prace je zamétena na kratké rameno chromozému 7D pSenice (7DS),
ptesnéji na ukotvovani jeho fyzické mapy. Tématem teoretické Casti je konstrukce fyzickych
map a jejich ukotvovani. Cilem praktické casti bylo ukotveni fyzické mapy ramene 7DS
a testovani novych pfistupt ukotvovani, v¢etné vyuziti integrace s fyzickou mapou Aegilops
tauschii (donor D genomu psenice) nebo odvozovani STS markerti pro reverzni ukotvovani
ze sekvenci BAC klonil ziskanych technologii Illumina. Celkové bylo prostfednictvim 585
markert ukotveno 309 kontigti fyzické mapy, které reprezentuji 51% fyzické mapy 7DS. Jako
nejefektivnéj$i se ukazalo in silico ukotvovani, které umoznilo lokalizovat 285 kontigh
na rameni 7DS. Spolehlivost in silico ukotvovani byla ovéfena prostiednictvim 11 markerd,
které byly rovnéZ ukotveny ru¢né. Manudlnim ukotvovanim za pouziti markeri z databaze
GrainGenes bylo ukotveno dalSich 23 kontigi. Pro reverzni ukotvovani neukotvenych
kontigi byly pouZity jednak koncové sekvence BAC klont (BES), jednak sestavené sekvence
nékolika BAC klont.. Ze sekvenci bylo odvozeno celkem 18 STS markert. Dosud se podatilo
zamapovat dva z nich metodou radiacniho hybridniho mapovéani. Metoda vyZaduje dalsi

optimalizaci pro zefektivnéni postupu.



SUMMARY

Bread wheat (Triticum aestivum L.; 2n = 6x = 48; AABBDD) is a staple food for 35%
of the world's population and can be thus considered one of the most important crops
in the world. Construction of a physical map of the whole wheat genome appears an essential
step towards obtaining its complete reference sequence. Sequencing of wheat is complicated
by its huge genome size (17 Gb) and polyploid nature (A, B and D subgenomes). These
obstacles can be overcome by flow cytometry, which enables sorting individual chromosomes

or their arms and thus simplifying the wheat genome studies.

This thesis is focused on the short arm of wheat chromosome 7D (7DS), namely
anchoring of its physical map. The subject of the theoretical part is a construction of physical
maps and their anchoring. The aim of the practical part was anchoring of the 7DS physical
map and testing of new anchoring approaches, including integration of wheat 7DS physical
map with that of Aegilops tauschii (wheat D genome donor) and deriving STS markers for
reverse anchoring from BAC sequences obtained by Illumina technology. Overall, we have
anchored 585 markers into 309 contigs, which represent 51% of the 7DS physical map.
In silico anchoring proved the most efficient approach, which allowing to land 285 contigs
on the 7DS arm. Reliability of the in silico anchoring was verified by 11 markers, which were
anchored both in silico and manually. Another 23 contigs were anchored manually by using
markers from GrainGenes database. For reverse anchoring we used both BAC-end sequences
(BES) and sequence assemblies of several BAC clones. Overall, 18 STS markers have been
derived from the sequences and to date, two of them were localized on the 7DS arm using
radiation hybrid mapping. The method requires further optimization to streamline

the procedure.
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1 UvVOoD

PSenice seta (Triticum aestivum L.; 2n = 6x = 48; AABBDD) je jednou
V podobé vynosu nebo odolnosti vii¢i biotickym a abiotickym stresovym faktorim je klicem
k dosazeni takové urovné produkce, ktera by uspokojila naroky neustale se zvétSujici lidské
populace. Vyzkum zaméfeny na genom pSenice je vSak komplikovan jeho zna¢nou velikosti
(17 Gb), velkym obsahem repetitivnich sekvenci (> 90%) a polyploidnim charakterem,
coz dlouho piedstavovalo nefesitelnou prekazku v sestaveni jeho refereéni sekvence. Reseni
nabidla prutokova cytometrie, diky niz lze tfidit jednotlivé chromozdémy psSenice nebo jejich
samotnd ramena, a tim vyrazné zjednodusit studium genomu pSenice. Popsany pfistup byl
uplatnén i v piipadé kratkého ramene chromozému 7D (7DS), jehoz fyzicka mapa

je predmétem této diplomové prace.

Dlouhodobym cilem vyzkumu zaméfeného na pSenici je sestaveni referencnich
sekvenci jednotlivych chromozémi. Tomu ptedchdzi vytvoreni jejich fyzickych map.
Fyzickou mapu lze ziskat s vyuzitim fingeprintingdi klonti knihovny dlouhych inserti, které
jsou nasledné sestavovany do kontigii pomoci pocitatovych programl na zakladé jejich
piekryvu. Aby bylo mozné vyuzit veskery potencidl fyzické mapy, provadi se jeji integrace
s dalsimi typy map, ktera slouzi k ukotveni fyzické mapy na chromozoémy. Integrovana mapa
ma pak nemaly vyznam nejenom pro sekvenovani, ale 1 pro pozi¢ni klonovani vyznamnych

gend nebo komparativni genomiku.

Predkladanad prace se zabyva vyuzitim riznych metod ukotvovani fyzickych map,
véetné novych pfistupli vyuzivajicich integrace s fyzickou mapou donora subgenomu D -
Aegilops tauschii, nebo odvozovani STS marekra pro reverzni ukotvovani ze sekvenci BAC
klonti nebo jejich koncovych sekvenci. Bylo provedeno piimé ukotvovani fyzické mapy
kratkého ramene chromozému 7D pSenice (7DS), a to skrininkem BAC knihovny pomoci
PCR na smésnych vzorcich BAC klonti (manualni ukotvovani), nebo pomoci in silico
ukotvovani na zaklad¢ integrace s fyzickou mapou Ae. tauschii (Luo et al., 2013). Reverzni
ukotvovani zahrnovalo odvozeni STS markerd specifickych pro rameno 7DS, které byly
nasledné¢ podrobeny mapovani na panelu radiaénich hybridd vytvofeném pro D genom
kiizenim syntetické pSenice SW58 a tetraploidniho kultivaru Langdon (Kumar et al., 2012b)
scilem zanést je dokontextu RH mapy tvorené DArT a SSR markery (A. Kumar,

nepublikovéno).



2 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo vypracovat literarni resersi na téma konstrukce fyzickych
map a jejich ukotvovani. V praktické Casti pak bylo cilem otestovat rizné metody pro piimé
areverzni ukotvovani BAC kontigli, odvozovani novych markeri z dosud neukotvenych

kontighh a mapovani nové odvozenych markert na panelu radia¢nich hybridi.



3  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1  PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednod€lozna rostlina zafazovana do rodu
Triticum a je nejcastéjSim péstovanym typem pSenice na svéte (az 90% celkové svétové
produkce pSenice; http://wheatdoctor.cimmyt.org/index.php/en/getting-started/13?task=view).
Zaroven je zdrojem potravy pro ~35% procent svétové populace, takze ji mizeme oznacit

vvvvvv

podceledi Pooideae a ¢eledi Poaceae (lipnicovité) (obr.1) ( Devos et Gale, 1997).

Celed Poaceae
Podéeled Pooideae Bambusoideae Chloridoideae Panicoideae
Supertribus Triticodae ~ Poodae Oryzodae Panicodae Andropogonodae
Tribus Triticeae \ Aveneae  Poeae Oryzeae Chlorideae Paniceae Maydeae Andropogoneae
g m D 3

T 0 T N S R

. e 5 8

5 3 §

Obr.1: Taxonomické vztahy v &eledi lipnicovitych (Poaceae). Cervené je vyznaGeny
tribus Triticeae, do n&jz je zafazen rod Triticum, kam patii pSenice seta (Triticum
aestivum L.). (Upraveno dle: Devos et Gale, 1997).

Puvod genomu psenice (0obr.2) saha az do doby pted 2,5 - 4 miliony let, kdy vznikly
rizné diploidni druhy rodu Triticum/Aegilops. Ancestralni pSenice setd je vysledkem dvou
spontannich hybridizaci, diky nimz vznikl genom se tfemi subgenomy A, B a D (2n = 6x =
42; AABBDD) (Dubcovsky et Dvoiak, 2007). K prvni hybridizaci doSlo pfiblizné pted pul
milionem let mezi Triticum urartu (2n = 2x = 14, AA) a jednim nebo vice druhy ze sekce

Sitopsis, donory genomu B. Za nejblizsiho prfibuzného donora B genomu je povazovan
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Aegilops speltoides (2n = 2x = 14; SS). Prvni hybridizaci tak vznikl tetraploidni druh psenice,
ktery nasledné prodélal pies 10 000 let domestikace a je znamy jako Triticum turgidum
(2n = 4x = 28; AABB). Ke druhé hybridizaci doslo pied ptiblizné 8000 let mezi tetraploidem
T. turgidum a diploidem Aegilops tauschii, donorem genomu D (2n = 2x = 14; DD), coz vedlo
ke vzniku hexaploidni pSenice Triticum aestivum (2n = 2x = 42; AABBDD; obr.3)
s komplexnim genomem o velikosti 17 Gb. Kazdy jeho chromozom je vétsi nez cely genom
ryze. Genom hexaploidni pSenice obsahuje > 90% repetitivnich sekvenci, pficemz velkou
vétSinu tvoii transponovatelné elementy (TE) (Choulet et al., 2013) a pouze ~1% genomu
tvoii geny (Paux et al., 2006). Zaroven doslo ke strukturalnim a funkénim ptestavbam, které
vedly ke stabilizaci genomu, ale také doslo k mensim redukcim ve velikostech jednotlivych

subgenomi (0 2 - 10%) ve srovnani s jejich diploidnimi donory (Feldman et Levy, 2009).

Vznik ancestralnich Formovani Formovani
druht z diploidnich allotetraploidni allohexaploidni
progenitorQ psenice " pSenice
on = 9% = 14 —f f——p 2n=dx=28 // > 2n = 6x = 42
(pfed 2,5 — 4 miliony (pfed 0,5 miliony let) (pfed 8000 let)
let)

H | '

] 1 !

1

1 I !

| ] !

| ' [

H 1 "

i ! ,

L)

' T. urartu (genom AA) ' ] !

! T. turgidum !
Ancestralni | neznamy druh (druhy) ze sekce (genom AABE) ,'
druhy Sitopsis (genom BB), nejblizsi P

znamy pfibuzny je Ae. speltoides ' T. aestivum
(genom AABBDD)

Ae. tauschii (genom DD)

Obr.2: Puvod allohexaploidni pSenice T. aestivum (upraveno dle: Feldman et Levy, 2005; Choulet et
al., 2013).

3.1.1 Kratké rameno chromozomu 7D pSenice
Pfedmétem studia v této diplomové praci je kratké

rameno chromozomu 7D pSenice (7DS). Toto rameno

odélce 381 Mb je nositelem celé fady geni

pro agronomicky  vyznamné znaky, vletné¢ geni

pro kvantitativni znaky (QTL, quantitative trait loci). Patii
sem geny ovliviiujici vynos pSenice nebo geny rezistence
k Sirokému spektru patogenti. Co se tyka znaki k’ y
souvisejicich s vynosem, jsou to napf. velikost rostliny, 3 i

Obr.3: Psenice seta (Triticum aestivum L.), odruda
Chinese Spring (http://biotechwiz.com/?tag=triticum-
aestivum-l-cv-chinese-spring-wheat) 11



pocet zrn na klas, doba vzniku klasu nebo hmotnost tisice zrn. Bylo zjisténo, ze posledni tfi
zminéné znaky jsou ve vazb&é s markerem Xgwm1220 a velikost rostliny je ve vazbé
s markerem Xgwml1002. Vzdalenost markeri je pifiblizné 30 c¢cM a byly lokalizovany
Vv distalnim dele¢nim binu 7DS (Huang et al., 2004; Roder et al., 2008). V tomto binu se také
nachazi lokus Lr34 podminujici rezistenci k riznym typum rzi i rezistenci k padli travnimu
(Krattinger et al., 2009).

3.2 Sekvenovani genomu pSenice

3.2.1 Strategie sekvenovani

Genom psenice byl diky své velikosti, mnozstvi repetitivnich sekvenci a vysoké
homologii mezi subgenomy, dlouho povazovan za neosekvenovatelny. Pfisekvenovani
pSenicného genomu jako celku by patrné nebylo mozno dosahnout takovych vysledki, aby
bylo mozné ziskanou genomovou sekvenci oznalit zareferencni. Kromé potizi
se sestavovanim sekvenci v polyploidnim genomu zde bylo napiiklad riziko, ze b&hem
sestavovani sekvence dojde ke ztratim informaci o duplikovanych genovych rodinach, které

mohou hrat kli¢ovou roli napf. ve speciaci (Choulet et al., 2013).

Elegantnim feSenim tohoto problému je tzv. chromozomovy piistup (Dolezel et al.,
2007), ktery redukuje komplexitu genomu pSenice. Pristup vyuziva pratokovou cytometrii,
S jejiz pomoci je mozné rozttidit genom pSenice na jednotlivé chromozdémy nebo jejich ¢asti,
coz nasledné usnadiiuje fyzické mapovani i sekvenovani. Pomoci této techniky se tfidi DNA
fluorochromem nabarvené intaktni mitotické chromozomy, které byly ziskany mechanickou
homogenizaci kotenovych $picek fixovanych ve formaldehydu. V ptipadé, Ze se chromozomy
analyzovaného druhu dostatecné neliSi svou velikosti, pouZzivaji se pro tfidéni specialni
cytogenetické linie, napft. transloka¢ni nebo adi¢ni. U polyploidi lze piipravit také linie
delecni nebo aneuploidni. U pSenice jsou vyznamné zejména linie telosomické, které
umoziuji tiidéni jednotlivych ramen (Safai et al., 2010). Pouze nejvétsi z chromozémi
pSenice, chromozoém 3B, je mozné purifikovat bez pouziti zminovanych linii (Kubalakova
etal., 2005), apravé proto byly vSechny pilotni genomické studie provadény nejprve
na tomto chromozému. Diky moznosti tfidéni chromozomu a jejich ramen byly uz vytvoteny
BAC knihovny pro 19 z 21 chromozomt genomu psenice (http://olomouc.ueb.cas.cz/dna-
libraries/cereals). Na sekvenovani a studium genomu pSenice je zaméfeno nékolikero

projekti, které probihaji pod zastitou mezinarodniho konzorcia IWGSC (International Wheat
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Genome Sequencing Consortium; http://www.wheatgenome.org). Toto konsorcium v roce

2005 zvolilo chromozdémovy pfistup za zéklad pro sekvenovani genomu hexaploidni pSenice.

Projekty zamétené na sekvenovéani velkych eukaryotickych genomil vyuzivaji dva
ptistupy - sekvenovani "klon po klonu" (hierarchické) acelogenomové neuspotradané,

tzv. shotgut sekvenovani (whole genome shotgun = WGS).

Pro prvni zminovany pfistup je nutné mit fyzickou kontigovou mapu, kterd byla
sestavena na zakladé prekryvajicich se kloni z knihovny dlouhych insertti. Z téchto klont
je vybrana minimalni sestava nutnd pro pokryti celého genomu, pifipadné¢ chromozému,
tzv. minimum tiling path (MTP), v niz je velikost ptekryvi mezi klony ~30% (Choulet
et al., 2013). MTP ptedstavuje templat pro sekvenovani. Nasledné je kazdy klon osekvenovan
pomoci shotgun sekvenovani nahodnych fragmenti a jeho sekvence je sestavena z kratkych
Cteni, tzv. reads. Kone¢na sekvence genomu je pak sestavena z poskladanych sekvenci klona

s pomoci fyzické mapy, diky niz jsou znamy jejich pozice a orientace na chromozomu.

Druhym zminovanym je WGS piistup. V tomto pfipadé je genomova sekvence
sestavena z jednotlivych cteni, kterd byla vytvofena sekvenovanim fragmentl ziskanych
z kompletniho genomu. VétSinou je vyuzito ¢teni z obou koncti fragmentt, tzv. pair ends
nebo mate pairs. Velikosti fragmenti se pohybuji vétSinou mezi 1 kb a 5 kb (Choulet
etal., 2013). Sestavovani probihd tak, Ze nejprve jsou piekryvajici se ¢teni poskladana
do kontigli a nasledné jsou pouzity informace z parovych koncl pro propojeni kontigi
avytvoreni del§i kostry, tzv. scaffoldu. Ta predstavuje leSeni pro sestavovani menSich
kontigti. Mate pair informace vyrazné zefektivituje sestavovani sekvence genomu (Choulet
et al., 2013). WGS ptistup byl pouzit napt. pro sekvenovani jednotlivych ramen chromozému

1A, 1B a 1D (Wicker et al.,2011) nebo 7A, 7B a 7D psenice (Berkman et al., 2011).

Hlavni vyhodou sekvenovani "klon po klonu" oproti WGS je, Ze nasledné sestavovani
kontigl je jednodussi, a to i v ptipad¢ oblasti obsahujicich transponovatelné elementy nebo
genové rodiny (Miller etal., 2010). Je tak povazovano za zlaty standard pro sekvenovani
genomu s velkym mnozstvim repetitivnich sekvenci. WGS pfistup zacal byt s nadstupem
sekvenacnich technologii nové generace (next-generation sequencing, NGS) preferované;jsi
Vv celé fad¢ sekvenacnich projektii proto, Ze umoziuje osekvenovani, nikoliv vSak sestaveni,
jakéhokoli organismu nehledé na velikost jeho genomu, a to levné a za velice kratkou dobu

(Ariyadasa et Stein, 2012). Nicméné je zde zvysené riziko vzniku chimerickych kontigli nebo
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nesestavenych klont. Proto je pro komplexni genomy naopak upfednostiiovany pfistup

sekvenovani "klon po klonu" (Philippe et al., 2012).

3.2.2 Fyzické kontigové mapy

Vytvoreni fyzickych map vsech 21 chromozému pSenice si poklada za cil IWGSC.
Samotna fyzickd mapa totiz usnadfiuje pozi¢ni klonovani geni a QTL pro agronomicky
vyznamné znaky (Choulet et al., 2013), ale je jednou z pre-rekvizit pro ziskani referen¢ni
sekvence kazdého chromozomu (Lucas et al., 2013). Fyzicka kontigova mapa je konstruovana
s pomoci metod, diky nimZ je mozné detekovat piekryvy mezi klony z knihovny dlouhych

insertu.

Mezi vektory, které se pouzivaji pro konstrukce knihoven dlouhych insertii, patii
umélé bakterialni chromozomy (= BAC, bacterial artificial chromosome) (Shizuya et al.,
1992), um¢lé kvasinkové chromozoémy (= YAC, yeast artificial chromosome), umélé
chromozémy odvozené od bakteriofaga P1 (= PAC, P1 articicial chromosome), BIBACy
(plant-transformation-competent binary plasmid clone), PBC (conventional plasmid-based
cloning vectors) nebo transforma¢né kompetentni umélé chromozémy (= TAC,
transformation-competent artificial chromosomes) (Ren et al., 2005). Pfevazujicim vektorem

pro ucely konstrukce fyzické mapy je BAC (obr.4).

Bam HI
Eco Rl | Hind Il
T7 ‘*‘*’ SP6
Sal | Not | Not |
i -

~gosN loxP Lac Z

g
———

pECBAC1

(75k
parB
rnS

par A

Bacterial artificial chromosome (BAC)

Obr.4: Umély bakterialni chromozom (BAC) typu pECBACL.
(pfevzato z: Ren et al., 2005)
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Pro odhaleni piekryvii mezi klony je mozné pouzit tfi pfistupy. Prvni moZnosti
je skrining klont na (ne)pfitomnost markeri s pomoci technik zaloZenych na PCR nebo
hybridizaci. Tento pfistup je aplikovan zpravidla jen pro malou oblast genomu. Druhou
moznosti je pak fingerprinting. Fingerprinting je vhodné&j$i pro relativné neprozkoumané
genomy aje vice kompatibilni s vysokokapacitnimi metodami (Meyers et al., 2004).

Nejnovéjsim piistupem je tzv. celogenomové profilovani (whole genome profiling, WGP).

3221 Fingerprinting

Nejcastéji pouzivanou metodou pro identifikaci piekryvii mezi BAC klony
je fingeprinting. Obecny princip fingerprintingu spo¢iva ve §té€peni klontt pomoci restrikénich
enzymu, separaci vzniklych fragmenti a jejich nasledné detekci. Prekryvajici se klony
ze stejné genomové oblasti jsou identifikovany na zdklad¢ vyskytu shodnych restrikénich
fragmentd, kdy pocet sdilenych fragmentl urCuje stupenn ptekryvu klont. Problémem jsou
genomy s vysokym obsahem repetitivnich sekvenci, diky nimz se mohou objevovat falesné

pozitivni vysledky (Meyers et al., 2004).

Fingerprinting lze provadét nékolikero metodami. Prvni a nejstar$i metoda vyuziva
dvé restrikéni endonukleazy (RE; schéma obr.5). Nejprve jsou klony $tépeny vzacné $tépicim
enzymem (napi. Hindlll) a vzniklé fragmenty jsou na svych koncich radioaktivné oznaceny
s pomoci DNA polymerazy. Nasleduje $t€peni druhou, Casto §tépici restriktdzou, aby byly
ziskany mensi fragmenty vhodné pro separaci a detekci na polyakrylamidovém (PAA) gelu.
Poprvé byla tato metoda pouzita pro konstrukci fyzické mapy Caenorhabditis elegans
(Coulson et al., 1986).

Druh4 moZznéa metoda zahrnuje uZ pouziti automatickych sekvenatorii. V tomto piipadé
se pouziva restriktaza, kterd S$t€pi DNA v pfesné definovanych vzdalenostech od restrikénich
mist. Po §t€peni pak zanechdva na jednom vlakné piesahy. Ty jsou doplnény neoznacenymi
deoxynukleotidy (ANTPs) a fluorescen¢né znacenymi dideoxynukleotidy (ddNTPs). Posledni
nukleotid je potom detekovan sekvendtorem (Brenner et Livak, 1989). Prestoze i tato metoda
detekuje pouze urcitou podskupinu vSech vzniknuvsich fragmentii, ve srovnani s metodou
vyuZzivajici radioaktivni znaceni ma vys$i informacni obsah, kdy lze rozlisit velikost
fragmentu a urcit posledni bazi na 3' konci (Meyers et al., 2004). Tieti metoda se od dvou
predchozich 1isi tim, Ze pouziva pouze vzacné Stépici restriktazu (Hindlll), fragmenty

separuje na agrozovych gelech a detekuje pomoci ethidium bromidu nebo SYBR Green.
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Detekovany jsou tak vSechny vzniklé fragmenty, nikoli pouze jejich ¢ast (Marra et al., 1997;
Olson et al., 1986).

BAC klon

Qt‘ép eni (vzacné Stépici enzym, Hindlll)
a radioaktivni znaceni

! -

4 ]
gtép eni (Casto Stépici enzym, napf. SaudAT) J

He W LML W B

_ LIlL 1)
i ; T b :  § T Y

1 | | | I:II:IEII-I:]D-[:III[ID[:IDEIEII:IDEEI

Separace na PAA; detekce pomoci autoradiografie ¢

Obr.5 Schématické znazornéni fingeprintingu se dvéma restrikénimi endonukleazami.
(Upraveno dle: Meyers et al., 2004)

Vyse popsané metody fingerprintigu (Brenner et Livak, 1989; Coulson et al., 1986;
Olson et al., 1986) nejsou schopny detekovat malé piekryvy mezi klony. Proto byly zavedeny
metody vyuZivajici vétsi pocet oddélenych stépicich kroku, napt. dva nebo tii pary RE, které
uz detekci minimalnich piekryvii sousednich kloni umoziuji (Ding et al., 1999, 2001).
Xu et al. (2004) zavedli dvé metody, kdy v jedné pouzili tii RE a ve druhé dokonce pét RE.
Fragmenty byly znafeny pomoci fluorescenéné znafenych ddNTPs a separovany
a detekovany pomoci kapilarni elektroforézy (capillary electrophoresis = CE). Jedna z péti
pouzitych RE tvoifi fragmenty s tupymi konci. Tyto fragmenty pak nelze fluorescenéné
oznacit, tedy ani detekovat. Tim dochazi k redukci poctu analyzovanych fragmentt. Obecné
muzeme tyto metody oznalit jako HICF (high-information-content fingerprinting), tedy
fingerprinting s vysokym informa¢nim obsahem nebo jako SNaPshot technologie a jsou

povazovany za nejefektivnéjsi pro tvorbu fyzické mapy (Marra et al., 1999).

Prestoze SNaPshot technologie byla pouZzita pro konstrukci prvni fyzické mapy
chromozomu psenice (Paux et al., 2008a) a pomohla k dokonceni fyzické mapy kukufice
(Wei et al., 2007), potyka se s vyskytem chimerickych kontighi nebo nesestavenych kloni
diky faleSné negativnim/pozitivnim piekryvim BAC klonl. Tyto problémy ptekonava
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modernéjsi technologie ozna¢ovana jako celogenomové profilovani (whole genome profiling
= WGP) (van Oeveren et al., 2011). Z knihovny dlouhych inserti (BAC) jsou vytvotfeny
smésné vzorky, které jsou dale podrobeny Stépeni a na restrikéni fragmenty jsou navazany
adaptory. Fragmenty s adaptory jsou sekvenovany a jsou tak ziskany znacky, tzv. tags,
0 velikosti 26 - 31 nukleotidi. Dekonvoluci je pak nalezen konkrétni klon nesouci ptislusnou
znacku. Porovnavani znacek umoznuje i detekci prekryvi mezi jednotlivymi BACy. WGP
je tedy technologie hledani prekryvi na zakladé sekvenovani a s jeji pomoci je mozné ziskat
robustni fyzické mapy pSenice, dokonce lep$i nez s pouzitim SNaPshot technologie, jak bylo
prokdzano srovnanim téchto dvou technologii pii konstrukci fyzické mapy chromozomu

3B psenice (Phillipe et al., 2012).

Data ziskana fingerprintingem jsou nasledné statisticky vyhodnocena pomoci
algoritmu FPC (FingerPrinted Contigs), jehoz autory jsou Soderlund et al. (2000). FPC
umoznuje nejenom sestaveni klonti do kontigd, ale také navrZzeni nejkratS$i cesty
pro sekvenovani, tedy MTP. Pro hodnoceni piekryviit FPC vyuziva Sulston cutoff skore, které
udava, zda je prekryv mezi klony stale jesté vysledkem nahody ¢i nikoliv. Pokud je skore
analyzovanych klonli nizs§i nez skoére zadané, pak se klony piekryvaji. FPC se potyka
S problémem vyskytu faleSnych pozitivit nebo negativit, diky nimz mohou vznikat chimérické
kontigy nebo mezery. Proto by mélo byt cutoff skore nastaveno tak, aby byly falesné pozitivni
nebo negativni vysledky minimalizovany, coz souvisi hlavné s komplexitou genomu.
Zpravidla je nastavena nejprve vysoka piisnost (stringency), ktera je postupné snizovana
(Meyers et al., 2004). Nékteré problémy FPC lze piekonat pouzitim novéjsiho algoritmu LTC
(Linear Topology Contig). Narozdil od FPC je v pfipadé LTC nejprve nastaveno nizké cutoff
skore, ale zaroven je pro ziskani delSich kontigli s redlnou (linearni) strukturou vyuzivana
topologie signifikatnich piekryvii mezi klony. LTC je schopno kontrolovat piekryvy mezi
klony, zaroven ty chybné urené opravovat a kratké kontigy prodluzovat (Frenkel et al.,

2010).

3.2.3 Ukotvovani fyzické mapy

Aby bylo mozné vyuzit veskery potencial a vyhody fyzické mapy, provadi se jeji
integrace s dalSimi typy map, ktera slouzi k ukotveni fyzické mapy na chromozomy.
Integrovana mapa ma nemaly vyznam pro pozi¢ni klonovani vyznamnych gent, komparativni
genomiku nebo pro hierarchické sekvenovani (Yim et al., 2007). Krom¢ genetické mapy
je mozné provadét ukotvovani markerti nadal$i dva typy map - na mapy cytogenetické

a mapy konstruované pomoci radia¢nich hybridt (RH).
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Obecné lze rozdélit strategie ukotvovani fyzickych map na pfimé, reverzni a hybridni.
Ptimé ukotvovani probihd ve sméru od genetickych map k fyzickym. Jinymi slovy pro pfimé
ukotvovani musi byt dostupné geneticky zamapované markery, které jsou nasledné
lokalizovany v kontizich fyzické mapy. Naproti tomu reverzni ukotvovani pak probiha
V obraceném sméru. V tomto piipade jsou dostupné koncové sekvence BAC kloni fyzické
mapy nebo sekvence celych BACH, ze kterych jsou odvozovany specifické markery aty jsou
nasledné geneticky zamapovany (Paux et al., 2010). Posledni moznosti ukotvovani fyzickych
map je vyuziti hybridniho ukotvovani, které lze povazovat za kombinaci obou vyse
zminénych strategii. V tomto piipadé jsou k dispozici sekvence ziskané pomoci shotgun
sekvenovani, z nichz jsou odvozovany markery, které jsou potom zaneseny jak do genetické

mapy, tak do kontigi (Paux et Akhunov, 2010).

3231 Cytogenetické mapy

Fyzické mapovani i ukotvovani na cytogenetickou mapu je mozné provadét s pomoci
metody fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Principem FISH je hybridizace
fluorescenéné znacenych sond s komplementarni DNA upevnénou na miskroskopickém
sklicku. V cytogenetice je pak FISH aplikovana na celé chromozomy, jadra nebo natazena
vlakna DNA a lze detekovat sekvence i o velikosti nékolika kb. Jako templat pro odvozeni
sondy pro integraci s pomoci FISH slouzi BAC klony nesouci ve své sekvenci molekularni
marker (Islam-Faridi et al., 2002). Ptikladem pouziti FISH v kombinaci s BACy (BAC-FISH)
pro integraci fyzické a cytogenetické mapy je prace Xiong et al. (2010). S pomoci tohoto
pfistupu bylo z BACU z chromozomu A7 Brassica rapa odvozeno 16 sond, které byly

hybridizovany na pachytenni chromozomy.

Ne nevyznamnym nastrojem pro mapovani jsou i dele¢ni linie, v jejichZ ptipadé lze
pro detekci polohy molekularnich markert také vyuzivat fluorescencné znacené sondy. Kazda
dele¢ni linie nese chromozom, ktery je deletovany v rizné vzdalenosti od centromery. Je tak
mozné lokalizovat molekuldrni markery v konkrétnich castech chromozémovych ramen,
V tzv. binech, které jsou vymezeny sousednimi delecnimi misty (Gill et al., 1993; Qi et al.,
2004).

3.2.3.2 Genetické mapy
Prestoze fyzickd mapa muze byt nezavisla na genetickych informacich, pro dalsi
aplikace je hodnotnéj$i a vhodnéjsi, pokud jiz byla provedena jeji integrace s genetickou

mapou (Meyers et al., 2004). Pro integraci je pak nutné, aby pouzita genetickd mapa méla
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vysokou hustotu polymorfnich markeri a vysoké rozliseni (Riera-Lizarazu et al., 2008).
Ukotvovani fyzické mapy na genetickou se pak provadi pomoci skrininku BAC knihoven
na piitomnost specifickych markeri. Metody skrininku knihoven muZzeme rozdélit do dvou
kategorii. Prvni kategorii tvofi metody zalozené na PCR, druhou kategorii pak predstavuji
metody zalozené na DNA - DNA hybridizaci vyuzivajici vysoko-hustotni filtry (Luo et al.,
2009).

3.2.3.3 Mapy radia¢nich hybridia

Mapovani pomoci radia¢nich hybrida je alternativou pro genetické mapovani zalozené
na rekombinaci. Piekonava problémy spojené s omezenym (resp. nulovym) vyskytem
rekombinace v oblasti centromery a usnadiuje lokalizaci markerii v této oblasti. V piipadé
chromozomu 3B pSenice bylo napiiklad zjisténo, ze az k 90% rekombinaci dochazi v sub-
telomerickych oblastech, které predstavuji ~40% chromozomu (Kumar et al., 2012a).
RH mapovani je zalozeno na zlomech DNA, které vznikaji jako dasledek plisobeni radiace.
Dalsi vyhodou tohoto typu mapovani je, Ze nevyzaduje polymorfni markery (Cox et al.,
1990), poskytuje mapy s vysokym rozliSenim a umoziiuje presné pirevedeni vzdalenosti

v CR (centi Ray) na fyzické vzdalenosti v parech bazi (bp).

Ptestoze byla metoda RH ptivodné navrzena pro mapovani lidského genomu (Goss
et Harris, 1975), pouZziva se i pro mapovani genomu rostlinnych. Prvni pokus s mapovanim
pomoci RH na rostlinném genomu popsali Riera-Lizarazu et al. (2000). Byla pouzita adi¢ni
linie allohexaploidniho ovsa (Avena sativa), jejiz buiky obsahovaly DNA chromozomu
9 kukutice (Zea mays). Pro ptipravu panelu radiac¢nich hybridi bylo pouzito gama zafeni,
jimz byla ozéafena semena. Ta byla zaseta a u pfezivsich rostlin pak bylo provedeno
samospraseni. V potomstvu se vyskytovaly rostliny obsahujici normalni chromozom
9 kukufice, ale i chromozém 9, u néjz doslo k vnitinim nebo i koncovym delecim. Radia¢ni
hybridi byli produktem Zivych bunék, jejichZ piezZiti je umoZnéno polyploidnim stavem
genomu, ktery diky tomu toleruje ztraty svych ¢asti. A zatimco u c¢lovéka je predmétem
vyhodnocovani koretence markeri, tedy jejich spole¢ny vyskyt, v pfipad¢ rostlin je tomu

praveé naopak. Vyhodnocuje se tedy spolecna ztrata danych markert.

Co se tyké pSenice, je zde tendence vytvofit panely radia¢nich hybridd pro jednotlivé
chromozoémy hexaploidni nebo tetraploidni pSenice nebo pro jejich subgenomy. Tim
se zabyvaji napf. prace Riera-Lizarazu et al. (2010), Kumar et al. (2012b) nebo prace Tiwari
et al. (2012). Kumar et al. (2012b) vytvotili panel radia¢nich hybridt pro donora genomu D -
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Ae. tauschii (obr.6). Panel byl pfipraven kiizenim ozafené syntetické hexaploidni pSenice
SW58 (T.aestivum L.; 2n = 42; AABBDD) a neozafené tetraploidni pSenice kultivaru
Langdon (T.durum; 2n = 28; AABB). Ozafovani bylo provedeno na semenech. Riera-
Lizarazu et al. (2010) se také zabyvali tvorbou RH panelu pro D genom pSenice, nicméné
pro jeho piipravu pouzili hexaploidni pSenici kultivaru Chinese Spring. Dalsi RH panel
pro kultivar Chinese Spring vytvorili Tiwari et al. (2012). V tomto ptipadé byla DNA pro RH

mapovani izolovana z endospermu semen vzniklych po oplozeni ozafenym pylem.
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Obr.6: Priprava panelu radiaénich hybridd (RH;) pro D genom Ae. tauschii. (pfevzato z: Riera-
Lizarazu et al., 2010; upraveno dle: Kumar et al., 2012b)

Az doneddvna se predpokladalo, ze zlomy indukované radiaci vznikaji na rozdil
od rekombinace zcela nahodné. Studie provedena na chromozému 3B pSenice (Kumar et al.,
2012a) vsak vyvratila nezavislost RH mapovani na rekombinaci. Byla zji§téna silna korelace
mezi frekvenci rekombinace a vyskytem zlomi DNA, coz vede k piedpokladu, Ze stav
chromatinu pravdépodobné ovliviiuje vznik zlomit DNA stejnym zplsobem jako ovliviiuje

rekombinaci (Kumar et al., 2012a).

3.2.34 Markery pro ukotvovani
Mezi markery vhodné k ukotvovani map patii napt. SSR, SNP, EST, DArT a ISBP,
které byly pouzity k ukotveni fyzické mapy chromozému 3B psSenice (Paux et al, 2008a)

a STS markery, které se uplatiiuji zeyména pfi mapovani pomoci radianich hybridi.
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SSR (Simple Sequence Repeat)

Mikrosatelity (= SSR, Simple Sequnce Repeat) jsou markery, jejichz analyza
je zalozena na PCR. Jsou to kratké tandemové repetice s opakujicimi se motivy o délce 3- 5
bp, jejichz variabilita spociva pravé v poctu opakujicich se sekvenci (Ganal et Réder, 2007),
které pravdépodobné vznikly sklouznutim polymerazy v prubéhu replikace nebo nepravidelné
rekombinace (To6th et al., 2000). Obecné jsou mikrosatelity vysoce informativni, U mnoha
druhi lokusové specifické, kodominanti markery s vysokym stupném polymorfismu,
pro jejichz odvozeni je nutnd ptedchozi znalost sekvence. Odvozovani SSR je financné
i Casov€ naro¢né (Gupta et al., 2002). Jsou vhodné pro analyzu QTL, MAS (marker assisted
selection), evolu¢ni studie, analyzy piibuzenskych vztahi mezi druhy, ale i pro genetické
mapovani a integrace genetickych a fyzickych map (Bhargava et al., 2010; Ganal et Roder,
2007; Oliveira et al., 2006; Paux et al., 2008a; Richard et Paques, 2000; Roder et al., 1998).

Mikrosatelity u pSenice hraji vyznamnou roli v genetickém mapovani, ale i v dalSich
analyzach. Bylo zjisténo, ze ve srovnani s RFLP markery sice detekuji méné homolognich
lokusti, nicméné tento nedostatek je bohaté kompenzovan jejich vysokym stupném
polymorfismu. Ato je naopak velikou vyhodou vzhledem k nizkému vnitrodruhovému
polymorfizmu pSenice (Roder et al., 1995). Mikrosatelity miizeme najit kdekoli v genomu,
tedy v kédujicich i nekddujicich oblastech (Téth et al., 2000). Bylo zjisténo, Ze u pSenice
se nejvice vyskytuji mikrosatelity s motivy (GA), nebo (GT), (Roder et al., 1995).
Pro zvyseni jejich mnozstvi je mozné odvodit dal§i SSR z genomut diploidnich ptedkt
subgenomii pSenice, napf. z Aegilops tauschii (Guyomarc’h et al., 2002). Prvni
mikrosatelitovd mapa pSenice, ktera obsahovala 279 mikrosatelitovych markerd, byla
publikovana Roder et al. v roce 1998 av nasledujicich letech pak byla dale zahustovana
(Gupta et al., 2002; Somers et al., 2004). Ale i v poslednich letech bylo pro psenici navrzeno
relativné velké mnozstvi novych mikrosatelitovych markera (Gupta et al., 2003; Gupta
et Varshney, 2000; Guyomarc'h et al., 2002a, b).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

SNP (jednonukleotidové polymorfismy) jsou bi-alelické markery zalozené
na rozdilech sekvenci v jednom nukleotidu a piedstavuji tak nejmensi jednotku genetické
variability mezi jednotlivci (Ganal et Roder, 2007). Jedna se o vyskyt nékolika pfirozenych

variant (alel) v populaci zasahujicich jediny nukleotid, pficemz minimalni Cetnost alely musi
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byt 1%. Pficinou jejich vzniku miize byt transverze nebo tranzice. MoZznou pfi¢inou jsou
I delece a inzerce, nicméné ty by formaln¢ nemély byt za SNP povazovany (Brookes, 1999;
Kahl et al., 2005). Vyhodou SNP je jejich velka pocetnost v genomu, fakt, ze napi. oproti
mikrosatelitim mén¢ podléhaji mutacim, jsou rovnomérné rozmisténé podél celého genomu
a jejich detekce je relativné jednoducha (Kahl et al., 2005). Jednonukleotidové polymorfismy
predstavuji markery vhodné pro konstrukce genetickych a fyzickych map, sekvenovani

genomu, MAS a dalsi genetické a genomické aplikace (You et al., 2011).

SNP jsou vétsinou identifikovany na zakladé srovnavani sekvenci jednotlivych linii
nebo odriid nebo pomoci pocitacovych analyz vetejné ptistupnych databazi ESTu (Rafalski,
2002). Srovnavaci pfistup je vhodny piedev§im pro diploidni organismy, nikoli vSak
pro komplexni genom hexaploidni pSenice. Dlivodem je, Ze navrzeny par primert casto
amplifikuje lokusy soucasné ze tii subgenomd, takZe vyslednad smés PCR produktii mize byt
smési tii rliznych sekvenci, coz vyrazn€ ztéZuje sekvencni analyzu. Ve spousté piipadi
ani neni mozné rozlisit, ze kterého subgenomu dana sekvence pochazi (Ganal et Roder, 2007).
Piekonani této prekazky umoznuje pravé vyuziti bioinformatiky a databazi ESTu, ve kterych
se nachazi piiblizné¢ 500 000 téchto sekvenci odvozenych z genomu psenice (Lazo et al.,
2004). Jinym pfistupem identifikace SNP je redukce komplexity hexaploidniho genomu
pSenice, atopomoci primerd specifickych pro jednotlivé subgenomy. Nicméné
ani specificnost primerit nezaruéi, ze amplifikovany produkt bude skutecné specificky
pro dany subgenom. Samotnda komplexita genomu pSenice ale umoZhuje pouziti
nullitetrasomickych linii a v tom pfipadé je pak jednoduché uréit genomové specificky
amplifikovany produkt azaroven jej prifadit ke konkrétnimu chromozému. Pfistup
vyuzivajici specifické primery je pouzivan i vV projektu s nazvem Haplotype polymorphism
in polyploid wheats and their diploid ancestors (http://wheat.pw.usda.gov/SNP). Cilem
projektu je vytvofit co nejveétsi mnozstvi genomové specifickych primerd pro identifikaci
SNPa v hexaploidni pSenici, ale iV diploidnich a tetraploidnich genomech jejich piredki
(Ganal et Roder, 2007).

Podle You et al. (2011) je nejvhodnéjSim piistupem objevovani novych SNP
resekvenovani genomu pomoci sekvenacnich technologii nové generace (NGS) bez nutnosti
referencni genomové sekvence. Tento pfistup vyuziva data z transkriptomu nebo knihoven
s redukovanym zastoupenim genomovych sekvenci a je vhodny i pro komplexni genomy

s velkym obsahem repetitivnich sekvenci, tedy i pro genom pSenice (Lai et al., 2012).
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EST (Expressed Sequence Tag)

Zkratka EST (Expressed Sequence Tag) oznacuje sekvence o délce 200 - 700 bp (Lazo
et al., 2004) vzniklé osekvenovanim klonti z jednoho konce, které byly nahodné vybrany
z cDNA knihovny (Ali et al., 2000). Nevyhodou ESTu je, Ze neni mozné docilit vyssi kvality
sekvence, nez je 99%, tedy Ze v priméru 1 baze ze 100 neni spravné (Ganal et Roder. 2007).
U psSenice byly ESTy mapovany s vyuzitim dele¢nich linii do tzv. binti. Celkem bylo
zamapovano 16 099 ESTu (Qi et al., 2004). Ze samotnych ESTu vSak neni mozné urcit pofadi
lokust v jednotlivych binech. Tuto prekazku Ize piekonat vyuzitim kolinearity u ptibuznych
druht a lokusy je mozné setadit in silico (Sorrells et al., 2003; Mayer et al., 2009). I pies
vSechna uvedend omezeni jsou knihovny a databaze ESTu jednim z vyznamnych zdroju
pro pozi¢ni klonovéni nebo pro odvozovani novych molekuldrnich marker, napt. SSR
(Varshney et al., 2005). Také jsou uzitenym zdrojem pro genetické a fyzické mapovani

a pro anotaci genovych a genomovych sekvenci (Choulet et al., 2013).

V prosinci roku 2011 bylo v databazi GenBank dostupnych 1 361 630 ESTu

odvozenych z genomu pSenice (Xu et al., 2012).

DArT (Diversity Array Technology) markery

Jako alternativa pro markery zalozené na PCR technikach, vyznacujici se zpravidla
niz8i kapacitou, byly vytvofeny vysokokapacitni technologie zaloZzené na hybridizaci -
napt. DArT (diversity array technology) (Jaccoud et al., 2001). DArT markery vykazuji
mendelistickou dédi¢nost (Akbari et al., 2006), jsou finanéné nenakladné, rychlé a dobie
reprodukovatelné. Nejvétsi jejich vyhodou ale je, ze umoziuji analyzu az stovek tisicti lokust
najednou bez predchozi znalosti sekvence. Naopak jejich nevyhodou je nerovnomérna

distribuce podél chromozoému.

Prvnim krokem pro vytvofeni mapovaci platformy je sniZeni komplexity genomu -
tvorba genomovych reprezentaci. Genomova DNA je Stépena dvéma restrikénimi enzymy,
kdy jeden enzym §tépi DNA vzécné a je citlivy k metylaci (napt. Pstl ) a druhy enzym Stipe
naopak Casto. Na fragmenty vzniklé $tépenim Pstl jsou naligovany adaptory. Po vytvofeni
reprezentace je provedena amplifikace pomoci PCR s primery komplementarnimi
k adaptorim. Amplikony jsou zaklonovany do vektorti a naneseny na mikroskopické sklicko
(= microarray). Srovnavané reprezentace jSOU pfipraveny stejnym zptisobem a po Oznaceni
riznymi fluorescenénimi barvivy jsou naneseny na ptipravenou array. Po hybridizaci je array

skenovana a analyzovana pomoci pocitacovych programt, které prevadgji intenzitu
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fluorescen¢niho zateni do dvojkové soustavy (0 - 1). Pouzitim této mapovaci platformy tedy
zjisStujeme, zda je pfitomen nebo nepfitomen urcity fragment DNA v genomu analyzovaného

organismu nebo populace (Jaccoud et al., 2001).

Ptestoze byly DArT markery plivodné navrzeny pro ryzi a obilniny s malym
diploidnim genomem (Jacoud et al., 2001), ukazalo se, Ze jsou spolehlivymi markery
I pro analyzu vétsich genomi jako ma napt. jeémen (Wenzl et al., 2004), a dokonce i genomu
polyploidu jako je pSenice (Akbari et al., 2006). Lze je odvodit i z tfidénych chromozému
pSenice, coZz umoziuje cileny vyvoj markerti pro urcitou oblast komplexniho genomu (Wenzl

etal., 2010).

ISBP (Insertion Site Based Polymorphism) markery

Pfirozenou soucasti velkych genomu jsou oblasti repetitivni DNA, které obsahuji
| transponovatelné elementy (TE). Tyto elementy se ¢asto vkladaji do jinych TE. Vznikaji tak
unikatni spoje. Amplifikaci téchto spoju a jim pfilehlych oblasti je mozné odvodit markery
oznacované jako ISBP (Insertion Site Based Polymorphism). Primery pro PCR amplifikaci
pak mohou byt navrzeny tak, aby byly oba komplementarni s misty spojii mezi jednotlivymi
TE, nebo aby byl jeden komplementarni ke spojeni a druhy byl odvozen z pfilehlé sekvence
DNA (Paux et al., 2006). ISBP markery tedy patii do skupiny markerd, u kterych je nutna
pfedchozi znalost sekvence. Pro odvozovani primer je mozné vyuzit pocitatovy program
IsbpFinder, ktery automaticky detekuje spoje mezi TE a primery na né navrhne (Paux et al.,
2010).

Obecné jsou ISBP dominantni markery zaloZené na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
daného spoje TE. Jejich uroven polymorfismu lze zvysit sekvenéni analyzou mista spoje
a identifikaci pfipadnych SNP. Jsou vhodné pro MAS, evoluéni studie, ale i pro mapovani
genetické i fyzické, veetné mapovani pomoci radiaénich hybridd (Paux et al., 2010).
V nékterych pracich se miZeme setkat také s oznaCenim RIJM (repeat DNA junction
markers), coz je alternativni oznaceni ISBP markerd. Ptikladem je prace Wanjugi et al.
(2009), ktefi se zabyvali odvozovanim genomové specifickych RJM markert z diploidniho

genomu Ae. tauschii.

STS (Sequence Tagged Site) markery
Sequence tagged site (STS) jsou kratké unikatni sekvence, jejichz délka nepiesahuje
1000 bp (Meyers et al., 2004). Pro odvozeni téchto markerd je nutné znat sekvenci. Jsou

jednoduse detekovatelné pomoci PCR (Lem et Lallemand, 2003; Sun et al., 2005; Wang,
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2009). Za STS marker I1ze povazovat jakoukoli unikatni sekvenci v genomu, s jejiz pomoci
je mozné identifikovat skupiny piekryvajicich se klonl, které reprezentuji stejnou oblast
genomu. V praxi to tedy znamena, ze STS markery mohou byt odvozeny z vicero zdroju,
jimiz mohou byt napi. RFLP markery nebo cDNA (Palazzolo, 1991). Kromé& unikatnosti maji
STS markery v porovnani s jinymi typy markerd i dal$i vyhody. Naptiklad ve srovnani

s mikrosatelity je odvozovani STS markert levnéjsi (Lem et Lallemand, 2003).

3.2.35 Piimé ukotvovani

Pfimé ukotvovani (obr.7) vyuziva markery jiz diive zamapované v genetickych nebo
RH mapach. Cilem metod p¥imého ukotvovani je vytipovat kandidatni BAC klony obsahujici
ptislusny marker. Néasledn€ jsou tyto klony lokalizovany v odpovidajicich kontizich pomoci
FPC (FingerPrintedContigs). Diky tomu je mozné urcit nebo potvrdit pifekryvy BAC klont
a orientovat jednotlivé kontigy. V idedlnim ptipad€é by marker nemél byt obsazen v BAC
klonech z rtiznych kontigti. Ve skute¢nosti to ale ¢asto neplati. Divodem muze byt sekvence
samotné sondy nebo primerd, které muzou byt komplementarni k duplikovanym

¢i repetitivnim sekvencim.

I
g
Obr.7: Znazornéni pfimého ukotvovani (ptrevzato z: Paux et Akhunov,
2010)
Postupny skrinink celych BAC knihoven s pomoci PCR je casov€ narocny diky
velkému mnozstvi reakci nutnych pro identifikaci klonti pozitivnich na dany marker. Reenim
problému se stalo vytvofeni smésnych vzorkd (pools) z klond knihovny. Prvnim zpisobem

tvorby poolti byla dvoudimenzionalni (2D) strategie, kdy byly vytvofeny smésné vzorky
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z tadki a sloupct. Pozitivni klon se pak nachéazel na priseciku pozitivniho sloupce a radku.
Nicméng presné urceni konkrétniho klonu neni ve 2D strategii jednoduché diky vétsimu poctu
fale$n¢ pozitivnich klont (Barillot et al., 1991). Tento problém fesi vyuziti tieti dimenze, tedy
tiidimenzionalni (3D) strategie, ktera poskytuje kompletni adresu pozitivniho klonu (obr.8).
Pozitivni klon se nachazi na pruseciku fadku, sloupce a misky. Poolovaci strategie aplikovana
na BAC klony je pouzivana pro skrinink knihoven s pomoci PCR, ale je mozné ji kombinovat
i s metodami skrininku zaloZzenymi na DNA-DNA hybridizaci. V tom ptipadé¢ lze pfipravit

smésné vzorky i ze sond (Luo et al., 2009).

Dle Paux et al. (2008b) je pro komplexni genomy s velkym obsahem repetitivni DNA
nejlepsi Sestidimenzionalni (6D) strategie (obr.9), ktera byla poprvé pouzita pro skrining
knihovny ¢iroku (Klein et al., 2000) nebo pozd¢ji kukutice (Yim et al., 2007). 6D poolovaci
strategie zahrnuje tvorbu miskovych (plate pools, PP), ¢elnich (face pools, FP) a bo¢nich
(side pools, SP) poold, které jsou souhrnné oznacovany jako 3D zasobnik (3D stack). Dale
jsou vytvoreny pooly fadkové (row pools, RP), sloupcové (column pools, CP) a diagonalni
(diagonal pools, DP). 3D zasobnik se pouziva pro identifikaci pozitivnich klont, zatimco
zbylé pooly se pouzivaji pro potvrzeni pozitivnich klont (Ariyasada et Stein, 2012). Podle
Luo etal. (2009) je pro komplexni genom pSenice a diploidni genomy jejich predchudct
nejvyhodnéjsi 5D strategie. Pro skrinink BAC knihovny pfipravené z kratkého ramene
chromozému 7D psenice byla oviem pouZita strategie 3D pooli (Simkova et al., 2010).
3D pooly je mozné vytvofit i z kloni MTP. Tuto moznost vyuzili Paux et al. (2008a)
pro skrinink knihovny pfipravené z chromozoému 3B. Strategie 3D pooli mé oproti
Sestidimenziondlni strategii finanén€ méné narocnou piipravu pooll. Ale 1 3D strategie ma
svoje uskali v podobé zvySeného mnozstvi nejednoznacnych BAC adres, coz pro piesné
urceni vyzaduje dals$i doplikové reakce. Pro piekonani tohoto problému byl vytvofen
program Elephant (electronic physical map anchoring tool), ktery kombinuje informace
0 BAC kontizich z programu FPC s vysledky skriningu 1D - 6D pooli (Paux et al., 2008b)

a napomaha tak dekonvoluci nejednozna¢nych BAC klond.

Problém nejednoznacné lokalizace markerti ve vice BAC klonech tesi technologie
lllumina GoldenGate™ oligonucleotide assays, jinak oznagované jako Oligonucleotide Pool
Assays (OPAs). Tuto strategii je mozné pouzivat jako vysokokapacitni a soucasné provadét
skrininik az pro 1536 lokusti. Uvedena platforma vykazuje vysoké procento jednoznacné

ptifazenych klont a kontig k lokustim na genetické mapé (Luo et al., 2009).
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Schéma 3D poolu v bloku 8 misek

8 miskovych poolt

24 sloupcovych poola

P X X X X T X X X X X XXX X

XXX XXX XX ) =

48 PCR pro skrinink 3072 vzorku

Obr.8: Schéma tfidimenzionalni poolovaci strategie (Upraveno dle:
http://cnrgv.toulouse.inra.fr/ServicessDNA-Pool-production)

Piate Pool (PP) Face Pool (FF} Side Pool (SP)

Row Fool (RP) Column Pool (CP) Diagonal Pool (DF}

Obr.9: Schéma Sestidimenzionalni poolovaci strategie (ptevzato z: Klein et al., 2000)

Pro zjisténi velkého mnozstvi adres najednou je vhodnéjsi pouzit strategii zalozenou
na DNA-DNA hybridizaci, kdy radioaktivné znacené sondy hybridizuji s klony z knihovny
na vysokohustotnich filtrech (Gardiner et al., 2004). Jako sondy mohou slouzit DNA
subklony, PCR amplikony nebo DNA oligonukleotidy. Velikost DNA subkloni a PCR

amplikont se pohybuje ve stovkach bp a pro jejich znaeni se pouziva nick translace nebo
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random priming. Jejich nevyhodou je zvySena pravdépodobnost vyskytu repetitivnich
elementd. V kratSich DNA oligonukleotidech je pravdépodobnost vyskytu repetitivnich
elementll podstatné nizsi, nicméné¢ se hiife znaCi a jejich hybridiza¢ni kinetika je horsi
nez kinetika prvnich dvou zminovanych typt sond (Han et al., 2000). Existuje ale i dalsi typ
sond (Ross et al., 1999 cit. Gardiner et al. 2004, Han et al., 2000). Jsou oznacovany jako
overgo (overlapping oligonucleotide) sondy. Sondy se na rozdil od obyc¢ejnych
oligonukleotidi snadno znaci a jejich délka se pohybuje do 40 bp. Jsou navrzeny na CODNA
nebo klony, které jiz prosly preskriningem pro eliminaci repetic. Metoda skrininku
hybridizaci byla pouzita napf. pro ukotvovani fyzické mapy ¢loveéka (Han et al., 2000;
Asakawa et al., 1997) nebo kukutice (Gardiner et al., 2004).

3.2.3.6 Reverzni ukotvovani

Postup reverzniho ukotvovani (obr.10) je opa¢ny k ukotvovani ptimému. Vychazi
se ze sekven¢ni informace ziskané z celych BAC klond nebo jejich konci (BAC-end
sequence = BES). Na zaklad¢ znalosti téchto sekvenci jsou vyhledavany polymorfismy
aznich odvozeny markery. Navrzené markery jsou potom mapovany rekombina¢nim
mapovanim. Pokud jsou markery unikatni sekvence (STS), lze je mapovat za pouziti
aneuploidnich, dele¢nich nebo RH linii. Tento postup byl pouzit pro integraci genetické
a fyzické mapy napt. U pSenice, kde byly z BES odvozovany ISBP markery (Paux et al.,
2010), nebo u Aegilops tauschii, kdy byly z BES nebo sekvenci ziskanych pomoci shotgun
sekvenovani odvozovany RIM markery (Wanjugi et al., 2009).

Obr.10: Schématické znazornéni reverzniho ukotvovani (prevzato z: Paux
et Akhunov, 2010)
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3.2.3.7 Hybridni ukotvovani

Hybridni ukotvovani je metoda integrace map, ktera vyuziva sekvenovani. Z nahodné
vybranych chromozémovych sekvenci, ziskanych pomoci shotgun sekvenovani, jsou
odvozovany nové markery (ISBP, SSR, EST, SNP), které jsou potom pouzity pro skrining
BAC knihoven nebo pro RH ¢i dele¢ni mapovani. Odvozené markery jsou tedy zaneseny jak
do kontigt, tak do genetické mapy (Paux et Akhunov, 2010). K ukotvovani je mozné pouzit
také tzv. GenomeZipper, ktery piedstavuje virtudlni uspotadani genovych sekvenci
na chromozémech, které je zalozeno na syntenii s pfibuznymi druhy, pro néz je dostupna

kompletni genomova sekvence (Mayer et al., 2009).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1.1 Biologicky material

Fyzicka mapa byla sestavena z klont BAC knihovny kratkého ramene chromozému
7D pSenice Triticum aestivum L. kultivaru Chinese Spring (oznaceni TaaCsp7DShA).
Knihovna obsahuje 49 152 BAC klond, které jsou uchovavany ve 128 miskach o 384
jamkach. Fyzickd mapa byla sestavena na zéklad¢ 39 765 pouzitelnych fingerprintii ziskanych
pomoci SNaPshot technologie. K sestaveni bylo pouzito FPC. Fyzicka mapa se sklada z 931
kontigh vétSich nez dva klony, které pokryvaji rameno z 95%. MTP ramene 7DS tvoii 4608

klonl uspotfadanych ve 12 miskach o 384 jamkach

Pro skrinink knihovny za ucelem ukotveni fyzické mapy bylo vytvofeno 16
superpooli obsahujicich klony vzdy z 8 misek, 128 miskovych pooli a 768 tfi-
dimenzionalnich poola (Simkova et al., 2010). Déle bylo pfipraveno 52 3D poolt z MTP.

Pro ovéfeni specifi¢nosti navrzenych primert pro lokusy na 7DS byla pouzita DNA
izolovand z ditelosomické linie pro rameno 7DL pSenice kultivaru Chinese Spring,
amplifikovandA DNA kratkého ramene chromozému 7D pSenice a DNA z rostlin kultivaru

Chinese Spring se standardnim karyotypem.

Pro mapovani nové odvozenych STS markert byl pouzit panel radia¢nich hybrid
pro D genom piipraveny kiiZzenim hexaploidni syntetické psenice SW58 (T. aestivum L., 2n =
42; AABBDD) s D genomem pochazejicim z Ae. tauschii, a tetraploidniho kultivaru psenice
Langdon (T. durum; 2n = 28; AABB) (Kumar et al., 2012) Z celého panelu bylo vybrano 121
linii, u kterych byly za pomoci sériec DArT, SSR a EST markertd detekovany delece

chromozému 7D (tzv. informativni linie: A.Kumar, nepublikovano).

4.1.2 Pristrojové vybaveni
- centrifuga MICROMAX RF, CR 4i (Thermo Scientific)
- dokumentacni systém Syngene s UV transiluminatorem (Syngene)
- komirka pro elektroforézu Owl System (Thermo Scientific)
- zdroj pro elektroforézu: Lightning Volt™ Power Supply (model OSP-300, Biotech)
- laboratorni vahy (ViBRA)
- mikrocentrifuga (Labnet)
- mikropipety Nichipipet EX (NICHIRYO), Discovery

- mikrovlnna trouba
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4.1.3

4.1.4

- multikanalové mikropipety Discovery
- iCycler v Thermal Cycler (Bio-Rad); C1000tvm Thermal Cycler (Bio-Rad)

Chemikalie

- deoxyribonukleosid trifosfaty dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Fermentas)
- PCR primery (Invitrogen; Sigma-Aldrich)

- Taq polymeraza

- agarosa (SERVA)

- velikostni marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas)

- ethidium bromid (Sigma Chemical)

Pufry a roztoky

10x PCR pufr
100 mM Tris-HCI pH 8,8

15 mM MgCl,
500 mM KCI
1% Triton X-100

STOP C pufr
100 mM EDTA pH 8

1% (w/v) SDS
0,05% (wi/v) xylenecyanol
42,5% glycerol

5x TBE (pH 8)
445 TRIS base
445 mM kyselina borita
10 mM EDTA

Cresol Red (100 ml)
7,5 g sacharosa

50 mg Cresol Red
doplnit do 100 ml H,O
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4.2 Metodika

4.2.1 Primé ukotvovani fyzické mapy

Piimé ukotvovani fyzické mapy na mapu genetickou bylo provedeno jednak pomoci
skriningu  BAC knihovny TaaCsp7DShA dostupnymi genetickymi markery, jednak
na zaklad¢ in silico integrace s ukotvenou fyzickou mapou donora D genomu pSenice seté -
mnohostétu Aegilops tauschii (Luo et at, 2013). Vysledky ziskané manualnim skrininkem
I na zaklad¢ in silico ukotvovani byly zaneseny do fyzické mapy 7DS pomoci pocitacového

programu FPC.

42.1.1 Manualni ukotvovani

PCR reakce

Skrining BAC knihovny TaaCsp7DShA byl proveden pomoci PCR s vybranymi
genetickymi markery na superpoolech, miskovych poolech nebo 3D poolech BAC klont
piipravenych dle Simkova etal. (2010), a 3D poolech z klonit MTP této knihovny. Byl
ptipraven premix pro 96-jamkovou misku (slozeni reakéni smési viz tabulka I) a provedena
PCR reakce (teplotni pribéh viz tabulka Il). Teplota nasedani primert (Ta) byla urcena
na zaklad¢ teploty tani (Tm) udané vyrobcem, nebo na zdkladé reference V databazi
GrainGenes  (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml; tabulka 1ll). Prvotné¢ byla
Tastanovena 0 2 - 3°C niz8§i nez Tm, v nekterych ptipadech vSak bylo nutné ji dale
optimalizovat pro dosazeni lepsiho vysledku. Pokud ani po tupravach teplot nebyl detekovan

produkt nebo bylo nalezeno ptili§ mnoho pozitivnich klonti, byl marker vytazen.

Tabulka I: Slozeni reakéni smési pro PCR

. . Premix
Slozky Konc. v reakci 1 reakce na 100 reakei
Deionizovana voda* 4,4l 455 pul
10x pufr pro polymerazu
(Véetrlzé M§c12)p o 1 Lul 100l
5x Cresol Red 1x 2 ul 200 pl
dNTPs (10 mM) 200 uM 0,2 ul 20 pl
Primery R + F (50 uM) 1 uM 0,2 ul 20 pul
Taq polymeraza (2U/ pl) 4U/100 pl 0,2 pl 20 ul
DNA z nafedénych BAC | cca 10 ng/ul 2 ul ---
pooli
Celkem 10 pl 815 ul

*) objem vody byl kviili odparu v premixu navysen o 15 pl
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Tabulka Il: Teplotni prubéh PCR

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 95°C 5 min 1
95°C 30s
PCR amplifikace Ta 30s 35
72°C 1 min
Zavére€na elongace 72°C 10 min 1

Sekvence primerti pro markery barc, cfd, fba, wmc, gpw, gwm a mag (tabulka I11),

byly zjistény z genetickych map dostupnych na strankach databaze GrainGenes.

Tabulka I11: Markery z databaze Graingenes pouZité pro pfimé ukotvovani

Marker m;’)I/(F(;ru Sekvence primert g(;uiitzi
barc70 | SSR | o GCGCCATATAATICAGACCCACAAAA 68°C
barc92 | SSR | o dcetacectaTIoTICCTITIGTTTTC 66°C
barc128 | SSR | b CAAACCAGGCAAGAGTCTOA 52°C
barc154 | SSR | b QGATGGGCAGCTICAAGGTATGTT s0°C
barc184 | SSR | CCoAGTIGACTOTGTEOGCTTACTG 65°C
cfa2174 | SSR | o GGrCTTTECACTOCTAGCCT. 61°C

ofdld | SSR | G CCTaOTCTAACAACGAGAAGA 60°C
cfd2l | SSR | o IGTGTOCCATICACTAACCS 60°C
cfd3l | SSR | & 7aCCTOATGATITIACCCS. 60°C
fd4l | SSR | ¢ jnGTGATAGACGGATGGCACE 60°C
Cfd46 | SSR | b CCACACACACACACCATCAA. 60°C
cfd66 | SSR | o TTrICACATGCCCACAGTTG 60°C
04253 | SSR | o GTAAMACGACGG CCAGT 53°C
gPWI108 | SSR | b TCTTGAACCTOAACCCTTGL 61,5°C
gpwild42 | SSR | pCCreccaTToACCTCCTCTT 60°C
gPw2160 | SSR | b ACTOOAAAGGGOCGEARGE 61,5°C
gPWS054 | SSR | b AATTGCCAACTCAGCCATOT 60°C
gPWS181 | SSR | b TR GCACAATAGACCGGCTE 60°C
gpwe188 SSR | Ccﬁgg;%AAg(ﬁg%TAGcGGGGTgAG 61°C
gWMI2L | SSR | b CTCGCAACTAGAGGTOTATG 55°C
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Tabulka IIT (pokracovani): Markery z databaze GrainGenes pouzité pro piimé
ukotvovani

Marker Typ Sekvence primeri Pouzita

markeru Ta
e
qunse | ssR_| L AATIERCCACRAITCTS
umzso | ssR | & ACTAICeACATTCTACe
magiiz2 | STS | FOIATCTICACCAC cancR
magzss | TS |5 lonCACRGIoATICACE
maggatn | srs | ASTICAGCACECEATACACE
meiso_| ssR_|  SACEACACEACETCARCARD
amesos | s | & AT STeRACATcceach
ameroz | ss_|§ SACAACEA CoaTorcR
umss | SR | F DecAo AT

Elektroforeticka separace

Po PCR reakci byla provedena elektroforeticka separace PCR produktli na 1,2%
agardzovém gelu v prosttedi 0,5x TBE pufru pti 120 V po dobu piiblizné 80 min. Do jamek
bylo naneseno 10 ul PCR produktu. Jako velikostni marker byl pouzit 100 bp DNA Ladder
Plus. Po uplynuti doby separace byl gel obarven v 0,002% roztoku ethidium bromidu. Doba

barveni gelu byla ptiblizn€ 30 min.

Vyhodnoceni

Obarvené gely byly vizualizovany a vyfoceny pomoci dokumenta¢niho systému
Syngene. Kompletni adresa pozitivniho BAC klonu pak byla identifikovana na zakladé
ptitazeni specifickych PCR produkti k miskovym, tadkovym a sloupcovym pooliim
a urcenim jejich priseciku. V piipad¢ pfitomnosti vice pozitivnich klonl na jeden superpool
(osmice misek) bylo k jednozna¢nému urceni adersy pozitivniho BAC klonu (dekonvoluci)
vyuzito udaju z fyzické mapy 7DS. Pokud byly tii BAC klony zatazeny do jednoho kontigu,
byl kontig povazovan za jednozna¢né identifikovany. Rovnéz se ptihlizelo k tomu, zda BAC
klony, které se ve fyzické mapé piekryvaly s ur€enymi pozitinimi klony, pochéazeji z misek,
jez byly identifikovany jako pozitivni pfi skrininku miskovych poold. Pfi vyuziti udajii

z fyzické mapy stacilo pro identifikaci pozitivnich kontigh skrinovat jen malou ¢ast 3D pooli.
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4212 In silico ukotvovani

In silico ukotvovani vyuzivalo integrace fyzické mapy 7DS s ukotvenou mapou
Ae. tauschii. Propojeni fyzickych map provedl Dr. Mingcheng Luo (university of California,
Davis, USA) na zaklad¢ vysoké podobnosti fingerprinti pochazejicich z ortholognich oblasti
genomu obou druhti. Fyzicka mapa 7DS z Ae. tauschii obsahovala 635 markert se zndmou
pozici na genetické mapé (Luo et al., 2013). Prostfednictim grafického zobrazeni v FPC byly
identifikovany BAC klony ze 7DS pSenice, které mély piekryv s klony z Ae. tauschii
nesoucimi marker. Z nékterych genetickych markera Ae. tauschii byly v Centru strukturni
a funkéni genomiky Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci odvozeny STS
markery specifické pro psenici (tabulka IV, Stankova, nepublikovano). Témi byla skrinovana
BAC knihovna TaaCsp7DShA (viz podkapitola 4.2.1.1) za G¢elem ovéieni pozice markeru,

predikovaného na zakladé integrace s mapou Ae. tauschii.

Tabulka IV: Markery psSenice odvozené ze sekvence markerti Ae. tauschii (Luo et al., 2013)

Marker Odvozeny Sek . o w e . T

Ae. tauschii marker pSenice CHRVENCe primert pro psemet a

AT7D6458 owm704 F: AAGCGGATCCCAGTAACGAT 67°C
R: CGATGTAATCTCGGCGGAAC

AT7D6434 owm705 F: TGGCAGGAAATGGAAGTTTT 61°C
R: GAATGTTCAGAATTTCCTCCGTA

AT7D6440 owm706 F: TAGCACAGGATAAATACAACCACT 66°C
R: AAGACGAATGCAGTAAATAACACA

AT7D6421 owm707 F: ATGGACATCTTCAATAGGAATGG 64°C
R: GCTAAGTTCTTGAACATTTTCTCAT

AT7D6420 owm708 F: CTGTCTCTCCACAGCGTGTC 66,5°C
R: CGCCCCTGCATGGTAGTA

AT7D6420 owm709 F: AGGTTGTCAACTTCCACTGC 66,5°C
R: AAACTAATATAGGAGTGACTGAGCAAT

BE443936 owm710 F: TGACAATTTTGACAAGCCACA 64°C
R: CGAAAGCATTTTGGAGCATT

AT7D6433 STS123 F: AGGGGTGCATCACATTTGTC 67°C
R: AACTCCACAGGAAATAGCTCAAG

AT7D6433 STS125 F: CGTCTGCTATTATTCTTCCATGC 66°C
R: TTGCCTTTGTGTATTGGTAGTGA

AT7D6427 STS163 F: AAGCAAGCATCTAACAGAACAAT 65°C
R: AATGCTTGGAATCAGGCAGA

AT7D6427 STS164 F: CTCTTTTTCTGCCTGATTCCA 64°C
R: CTGTGGATGACCTCACAACTAA

4.2.2 Reverzni ukotvovani

Pro reverzni ukotvovani byly pouZzity BES klonti z MTP nebo kompletni sekvence
BACi. Pomoci BLASTuU byly v ramci téchto sekvenci identifikovany useky unikatni
pro 7DS. Pro takovéto sekvence byly navrzeny pary primerd. Markery specifické pro 7DS

byly mapovany na liniich radia¢nich hybridt a zaneseny do RH mapy.
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4221 Odvozovani STS markert

Pro odvozovani STS markerd bylo k dispozici 9 216 BES ziskanych Sangerovym
sekvenovanim obou koncti BAC klonti z MTP z knihovny TaaCsp7DShA. Dale byly pouzity
kompletni sekvence sedmi BAC klont z MTP, které byly ziskany pair-end sekvenovanim
technologii Illumina. Sekvence byly sestaveny do kontigi programem SaSSY
(http://sassy.mikeimelfort.com) na pracovisti prof. Davida Edwardse (University
of Queenslad, Brisbane). Jednotlivé BACy byly reprezentovany dvéma az jedenacti kontigy.
MTP. Ptestoze Slo v této fazi zejména o oveieni vhodnosti postupu, byly pro odvozovani

markert pouzity sekvence klonti z neukotvenych kontigu.

Identifikace unikatnich sekvenci

Pro identifikaci sekvenci unikatnich pro lokusy na 7DS byl s danymi BAC sekvencemi
proveden na webovém rozhrani IWGSC (www.wheatgenome.org) BLAST proti sekvenénim
kontigiim ramen vSech chromozomu psenice. Na zakladé grafického vystupu BLASTu byly
vybrany useky unikatni pro 7DS. Pro ovéfeni byly tyto sekvence nasledné pomoci BLAST
porovnany se sekvencnimi kontigy 7AS, 7BS a 7DS sestavenymi na pracovisti prof. Davida

Edwardse (www.wheatgenome.info)

Navrhovdni primeri

Pro navrhovani primert bylo provedeno vicenasobné porovnani (multiple alignment)
vytipovanych sekvenci ze 7AS, 7BS a 7DS (Berkman et al., 2011) pomoci pocitacového
programu Geneious Pro 5.4.4 (Biomatters). Nasledné byly vyhledany polymorfismy, na néz
byly navrzeny primery pomoci pocitacového programu Primer3 (v. 0.4.0) dostupného
na internetu (http://frodo.wi.mit.edu/). Pary primert byly navrhovany tak, aby vysledné PCR
produkty, byly specifické pouze pro 7DS a mély velikost mezi 400 - 700 bp.

Gradientova PCR

Pro optimalizaci podminek amplifikace s navrzenymi pary primert byla provedena
gradientova PCR (teplotni priibéh viz tabulka V, slozeni reakéni smési viz tabulka I). Byla tak
zjisténa optimalni teplota nasedani primerti a tim zajisténa maximalni specifi¢nost PCR. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita amplifikovana DNA ze 7DS a DNA izolovana z rostlin
kultivaru Chinese Spring. Pro kontrolu specifi¢nosti primert byla pouzita linie ditelosomika

7DL (negativni kontrola).
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Tabulka V: Podminky gradientové PCR

Proces Teplota Cas Pocet cyklii
Denaturace 95°C 5 min 1
95°C 30s
PCR amplifikace 58 - 68°C 30s 35
72°C 1 min
Zavérecna elongace 72°C 10 min 1

Elektroforeticka separace a vizualizace produktit PCR byla provedena, jak bylo

popsano v kapitole 4.2.1.1.

4222 Mapovani odvozenych STS markeri na RH liniich

Oproti pivodnimu piedpokladu nebyl pro mapovani pouzit panel radianich hybridii
odvozeny z kultivaru Chinese Spring (Riera-Lizarazu et al., 2010), ale panel pro D genom
odvozeny z kiizeni syntetické pSenice SW58 a tetraploidniho kultivaru Langdon (Kumar
etal., 2012b). Proto byly primery specifické pro 7DS z Chinese Spring nejprve otestovany
na syntetické pSenici a kultivaru Langdon. Pro vlastni mapovani byly pouzity jen ty pary
primerd, které vytvofily PCR produkt na syntetické pSenici, nikoli vsak na DNA kultivaru
Langdon. Pro mapovani bylo pouzito 121 linii informativnich pro chromozom 7D

(viz kapitola 4.1.1).

Mapovani bylo provedeno na zakladé skriningu RH panelu pomoci PCR (sloZeni
reakéni smési viz tabulka I, podminky viz tabulka II, optimalizovana Ta) na (ne)ptitomnost
jednotlivych STS markerti. Pro vylouceni falesné negativnich vysledkd byly linie nejprve
otestovany pomoci ISBP markeru cfp54 z chromozomu 3B psenice (Paux et al., 2008a).
Pro samotné mapovani byla PCR provedena v n¢kolika (minimalné¢ dvou) opakovanich.
Ziskané vysledky byly zasazeny do kontextu stavajici RH mapy chromozému 7D, tvofené

215 DAIT a tiemi SSR markery (A. Kumar, nepublikovano) za pomoci softwaru Carthagene.
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5 VYSLEDKY

Cilem praktické ¢asti této diplomové prace bylo ukotveni fyzické mapy ramene 7DS
atestovani novych pristupti ukotvovani, véetné vyuziti integrace s fyzickou mapou
Ae. tauschii, nebo odvozovani STS markert pro reverzni ukotvovani ze sekvenci BAC klon
ziskanych technologii Illumina. Celkové bylo prostiednictvim 585 markert ukotveno 309
kontigi, které reprezentuji 51% fyzické mapy 7DS. Jednotlivé kontigy byly ukotveny jednim

az osmi markery (graf 1).

Graf 1: Pfehled poctu markerid ukotvujicich BAC kontigy fyzické mapy 7DS
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5.1  Primé ukotvovani

Ptimé ukotvovani BAC kontigt fyzické mapy 7DS bylo provedeno dvéma metodami.
Prvni metodou bylo manualni ukotvovani prostfednictvim skriningu BAC knihovny. Druhou
metodu pak ptedstavovalo in silico ukotvovani na zakladé integrace s fyzickou mapou

Ae. tauschii.

5.1.1 Manualni ukotvovani
Skrining BAC knihovny byl proveden pomoci PCR s vybranymi markery z databaze
GrainGenes (tabulka IIT) na poolech BAC klont. K manualnimu ukotvovani bylo pouzito 31

markerd. Prostfednictvim 20 z nich (tabulka VII) se podatilo ukotvit 23 kontigti.

Na obrazku 11 je znazornén piiklad skrininku markerem barc154 na miskovych
poolech, superpoolech (a) a 3D poolech pro misky 1 - 16 (b). Dvoji velikost ziskanych PCR
produktti pro barc154 naznacuje, Ze primery amplifikuji dva lokusy na 7DS. Tento poznatek
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usnadnil uréeni adres pozitivnich kloni. Z vysledkt skrininku 3D poolt misek 1 - 16 byly
uréeny adresy pozitivnich klonti TaaCsp7DS004L01, TaaCsp7DS014G11
a TaaCsp7DS013N13. Konfrontaci téchto udaju s udaji z fyzické mapy (obr.12) bylo
potvrzeno, ze klony TaaCsp7DS004L01 a TaaCsp7DS014G11 pochazeji z kontigu ctg735,
zatimco klon TaaCsp7DSO013N13 se nachazi v kontigu ctgl577. Identifikované pozitivni
BAC klony se v kontizich ptekryvaji s klony pochéazejicimi z misek, jez byly identifikovany
jako pozitivni pii skrininku miskovych poolt (obr.11a). To potvrzuje spravnost urceni

pozitivnich klonti.

a)

Obr.11: Produkty PCR na miskovych poolech 1 - 64 a superpoolech A - P (a) a na 3D poolech z misek 1 -
16 (b) s primery markeru barc154 (M- = velikostni marker 100 bp DNA LadderPlus).
(a) Ciselné jsou oznadeny pozitivni miskové pooly, pismeny jsou ozna¢eny pozitivni superpooly.
(b) POO1 - PO16 = misky 1 - 16; A - P =tadky; 1 - 24 = sloupce; ¢ervené jsou oznaceny pozitivni

pooly
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ctg1577
TaaCsp7DS013N13~
TaaCsp7D5122804 TaaCsp7DSLL9)13
TaaCsp7DS045L14* TaaCsp7D5096/18*
TaaCsp7DS123A03 TaaCspTOS110602
TaaCsp7DS 045N 18% TaaCspTDS00008
Lochurklidl s TaaCsp7DS093K04
TaCsp7DS0GACIA TaaC spTDS072F03
TaaCsp7D5113820
TaaCsp7D5114C08 TaaCsp7DS102609~
TaaCsp7D5034H04 TaaCsp7DS0S0L15~
TaaCsp7DS093L01 TaaCsp7DS026E02
TaaCsp7D5053F 14 TaaCsp7D5101G04*
TaaCsp7DS087N24 TaaCsp7DS0B7LLS
TaaCsp7D5107P16 TaaCsp7DS065H06
Ctg 735 TaaCsp7D5002018 TaaCsp705020002
TaaCsp7DS055ELT~ TaaCsp705063620
TaaCsp7DS0L2K1S TaaCsp7DS003F07
TaaCsp705105L18~ TaaCsp705065M22
TaaCsp7D5006807 TaaCsp7DS124603
TaaCsp7D5082804* TaaCsp7D5016H04
TaaCsp7DS107P24 TaaCsp7DS013P02
TaaCsp7D5094P20 TaaCsp705048M15~
TaaCsp7D5096019 TaaCsp7DS124H0L~
TaaCsp7D5084G05 TaaCsp7D5113803~
TaaCsp705121P24 TaaCsp7DS109F 06"
TaaCsp7DS014611 TaaCsp7DS 111404
TaaCsp7DS101F 02% TaaCsp7D5020N22
TaaCsp7DS004LOL TaaCsp7DS075K15~
TaaCsp7DS108103 TaaCsp7D5074P18

Obr. 12: Kontigy ctg1577 a ctg735 fyzické mapy 7DS pozitivni na marker barc154. Modie jsou oznaceny klony, jejichz adresa byla ziskana ze skrininku 3D
poolt, zelenou Sipkou jsou oznaceny klony, které byly identifikovany na zadklad¢é porovnani fyzické mapy s miskovymi pooly.
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Z testovanych 31 markert z databaze GrainGenes uvedenych v tabulce 11l se podafilo
do kontigl ukotvit 20 markert, z ¢ehoz se dva SSR markery a jeden STS marker nachazeji
ve dvou lokusech na 7DS (tabulka VII). Naopak se nepodafilo ukotvit 11 markeri (10 SSR
a1 STS). Davodem byla absence jakéhokoli PCR produktu, tedy adresy pozitivniho BACu,
nebo naopak velké mnozstvi PCR produkti, které bylo patrné¢ disledkem nedostateénosté
specifi¢nosti primert. Markery bylo mozné lokalizovat na ¢tyfech genetickych mapach Wheat,
Consensus SSR, 2004; Wheat, Composite, 2004; Wheat, Physical, SSR, 2004 a Wheat,
Nanda2419 x Wangshuibai 2008 dostupnych na internetovych strankach GrainGenes (obr.13
az 16).

Tabulka VIl:Markery z databaze GrainGenes ukotvené do kontigti

Marker ma-ll;’)I/(FE)}ru Ukotveny kontig
barc092 SSR ctg 738

barc128 SSR ctg 584

barc154 SSR ctg 735, ctg 1577
barc184 SSR ctg 1298
cfa2174 SSR ctg 905

cfd14 SSR ctg 335

cfd21 SSR ctg 124

cfd31l SSR ctg 3771, ctg 5
cfd41l SSR ctg 331

cfd46 SSR ctg 1424
gpw1108 SSR ctg 1337
gpw1142 SSR ctg 21

gpw5181 SSR ctg 3877
gwmi21 SSR ctg 869

gwm295 SSR ctg 782
mag2934 STS ctg 3259, ctg 1150
mag3318 STS ctg 1411
wmc463 SSR ctg 1032
wmc506 SSR ctg 3773
wmc702 SSR ctg 497
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Wheat, Consensus SSR, 2004 Kontigy z fyzické mapy 7DS

0 A gwm350
6 wmcb46
21 wmc506
28 barc184 ctg584
31%_/ wmc450 gwm635
41 barc70
44 cfd41 ctg331
1 dm88 gdm145
22 gfdr?‘a LgJ_T ctg3771, ctg5
53 =i cfd66 wmeb29
54 N wmc698
55 wmc606
59 gwm130
62 / barc154 ctg735, ctg1577
65 — cfd30
66 = wmce827
68 <] BE418437-195
69 =] barc87
70 barc5
72 — wmc463 ctg1032
74\: / WmcA405
75\: / barc126
77 | gwm295 ctg782
78\ gwm44
i = 2 cws
wmc702 wm ctg
85— cfddb ctg1424
86 wmcei21
88 wmcé2
897 ="~ gwm111 barc128 ctg584
907 \ gWm473 wmcB53 ctg331
91 wmce182 cfd2
92 wmc489 gwm437 wmceB30 wme221

O

93 / | — cfd14 ctg335
95 ] wmcéd73
96 — cfd193
98 wmc488
99 | barc172
102 - gwm121 wmc94
105 wmc150
107 barc121 gdmé7
108 wmc797
1 = cfd25
1;5 \ wmcB71 barc111
124 wmc824
130" | | T barc53
136 — gwm428
139 wmc659
141 gwm37
143 — wmc273 wmcb34
144 —— ——— ¢fa2040 barc76
14 cfd69
14"\ | T~umctes
153 wmcid
84— cfd175

Obr.13: Ukotveni kontigh fyzické mapy 7DS na genetickou mapu Wheat, Consensus SSR,
2004 (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).



Wheat, Composite, 2004 Kontigy z fyzické mapy 7DS
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Obr.14: Ukotveni kontigu fyzické mapy 7DS na genetickou mapu Wheat, Composite, 2004
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).



Wheat, Physical, SSR, 2004  Kontigy z fyzické mapy 7DS

Xopwll142-70 ——— ctg21
Heuw295-70 ———— c¢tg782
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Obr.15: Ukotveni kontigt fyzické mapy 7DS na genetickou mapu Wheat, Physical, SSR, 2004
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).
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Wheat, Nanda2419 x Wangshuibai Kontigy z fyzické mapy 7DS
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Obr.16: Ukotveni kontigh fyzické mapy 7DS na genetickou mapu Wheat, Nanda2419 x
Wangshuibai, 2008 (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml).
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5.1.2 Insilico uketvovani

Pro in silico ukotvovani bylo vyuzito integrace fyzické mapy 7DS psenice s fyzickou
mapou Ae. tauschii, ktera je ukotvena na genetickou mapu Ae. tauschii (Luo et al., 2013).
Genetickd mapa ramene 7DS z Ae. tauschii obsahuje 635 markert, pficemz 619 je jich
ukotveno na fyzické mapé Ae. tauschii. Z téchto 619 markert se podafilo 541 markert ukotvit

do kontigi fyzické mapy 7DS.

Pro ovéteni spolehlivosti ukotveni na zdklad¢é integrace byly z nékterych markert
Ae. tauschii odvozeny STS markery pro pSenici (tabulka IV), které byly pouzity pro skrinink
knihovny TaaCsp7DShA, ¢imz byla ovéfena jejich pozice na fyzické mapé 7DS (tabulka
VIII). Z jedenécti odvozenych markert bylo ukotveno vSech jedenact a bylo potvrzeno jejich
predpokladané umisténi.

Tabulka VIIT: Umisténi pSeniénych STS makeri na fyzické mapé 7DS psenice a ukotveni
kontigli na genetickou mapu Ae. tauschii.

Odvozeny Marker Pozice na genetické . .
STS mar)I;er z Ae. tauschii mapé g[cM] Ukotveny kontig
owm708 AT7D6420 108,591 ctg 317
owm709 AT7D6420 108,591 ctg 317
STS 163 AT7D6427 108,636 ctg 517
STS 164 AT7D6427 108,636 ctg 517
owm705 AT7D6434 110,185 ctg 783
STS 123 AT7D6434 110,185 ctg 783
STS 125 AT7D6434 110,185 ctg 783
owm706 AT7D6440 110,594 ctg 3800
owm704 AT7D6458 111,276 ctg 1974

5.2  Reverzni ukotvovani
Pro odvozovani markert pro reverzni ukotvovani byly k dispozici BES vSech kloni

z MTP ramene 7DS a kompletni sekvence nékolika BAC kloni z MTP.

5.2.1 Odvozovani STS markera z BES

Pro odvozovani STS markerti bylo pouzito 545 z 9 612 dostupnych BES ziskanych
z 308 klont z MTP, které se nachazeji ve 49 neukotvenych kontizich fyzické mapy 7DS. Byl
proveden BLAST s témito sekvencemi proti sekvencim vSech chromozomu pSenice seté.
Na zaklad¢é vysledkt bylo vytipovano 27 ¢aste¢né nebo zcela unikatnich sekvenci vhodnych
pro navrhovani primerd. Zastoupeni unikatni sekvence piedstavuje 2% (7,6 kb) z celkové

otestované délky BES (334 kb). Na jedenact BES pochazejicich z jedenacti riznych BACa
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bylo navrzeno celkem tiinact pard primert, které byly nasledné otestovany na specificnost

pro lokusy na 7DS. V nékterych piipadech bylo navrzeno vicero parti primert pro jednu BES

(oznaceni fimskymi Cislicemi). Za specificky byl oznacen takovy par primert, ktery

po optimalizaci na gradientové PCR poskytoval produkty s DNA ze 7DS a z kultivaru

Chinese Spring, nikoli vsak s DNA z ditelosomika 7DL (obr.17 a 18). Z tfinacti testovanych

parti primerd bylo devét specifickych a tfi nespecifické. Jeden par primert neposkytl zadny

amplifikaéni produkt (tabulka 1X). Usp&$nost navrhovani STS markerti na zékladé BES tedy

byla 69%.

Tabulka IX: Primery navrzené na zaklad¢ BES.

Velikost

BAC klon Pri gg‘spro Sekvence navrZenych primeru pr?S;]ktu Sp;izﬁggost OF_)IP;m'
— R

TaaCsp7D5124G08 | 12468 | i ASATOPATTAIORASEOPTIONT 738 ano 64,5°C
TaaCsp7DSO51E05 51E5 ipelhiviaeannlislioins 755 ano 66,5°C
TaaCsp7DSO69E02 69E2 ;2 ?ggﬁﬁg&%ﬂiﬁiﬁﬁ\gfgum 663 ano 64,5°C
oo 07 | gy |CATOSMGTSE |y | | oo
TaaCsp7DS075H07 75H7 :: ﬁigﬁ;ﬁgigg;&g A TAGAGA 777 ano 66,5°C
TaaCsp7DS095HO5 95H5 iipeadianallansel AL 594 ano 68°C
corosoon | oo | LleNSCTIOT |y | T |

e T R
TaaCsp7DS097L20 9720 | 525 ne -

TaaCsp7DS106F06 1066 | T 782 ano 64,5°C
TaaCsp7DS107P05 107D o (ATARATTTEC 584 ano 68°C
TaaCsp7DS106NO3 106N3 ;: TTCATGTGATCTACTTGATGTATGTTT 428 ne _

: TTCTGATCGATCTATTCAAGAGTCC
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Ta: 68°C 67,5°C 66,4°C 64,4°C 62°C 60°C 58,7°C 58°C
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Obr.17: Produkty gradientové PCR pro STS marker odvozeny z BES Klonu
TaaCsp7DS069E02 (I1) (Ta = teplota nasedani primer; M = velikostni marker 100 bp DNA
LadderPlus; 7DS = produkt amplifikovany ze 7DS; dT7DL = produkt amplifikovany
z ditelosomika 7DL; CS = produkt amplifikovany z DNA kultivaru Chinese Spring).

Ta: 68°C 67,5°C 66,4°C 64,4°C 62°C 60°C 58,7°C 58°C
= = = | = = = | = =
— () () [ () () () —_

Mg 5 8| & G|l & Gl & Gl & G| & G| & G| & 1

Obr.18: Produkty gradientové PCR, pfi které byl pouzit par primerti odvozeny z BES klonu
TaaCsp7DS009KO05. Tento par primert neposkytl produkt specificky pro 7DS (Ta = teplota
nasedani primeru; M = velikostni marker 100 bp DNA LadderPlus; 7DS = produkt
amplifikovany ze 7DS; dT7DL = produkt amplifikovany z ditelosomika 7DL; CS = produkt
amplifikovany z DNA kultivaru Chinese Spring).

5.2.2 Odvozovani STS markeru ze sekvenci BAC klont
Pro odvozovani STS markera byly k dispozici kompletni sekvence sedmi BAC klont
Z MTP, sestavené do sekvencnich kontigt. S t€émito sekvencemi byl proveden BLAST proti

sekvencim ramen vSech chromozdému pSenice. Ze 44 otestovanych sekvencnich kontigh bylo
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vytipovano devét sekvenci unikatnich pro 7DS a na sedm z nich bylo navrzeno a otestovano
jedenact part primer. V nékterych piipadech bylo navrzeno vicero pard primert pro jeden
sekvencni kontig BAC klonu (oznacCeni fimskymi Cislicemi). Po ovéfeni specificnosti
navrzenych primer pomoci gradientové PCR bylo zjisténo, ze devét z navrzenych para
primertu je skutecné specifickych pro 7DS. Jeden navrzeny par primert nebyl specificky
pro 7DS a Vv jednom piipadé viibec nedoslo k amplifikaci (tabulka X). Usp&snost navrhovéni
primeri na zakladé¢ celych BAC klonti tedy byla 81%. Zastoupeni unikatni sekvence
predstavuje 6,5% (49 kb) z celkové otestované délky sekvenci BAC klont (764 kb)

Tabulka X: Markery navrzené na zakladé¢ sekvenci BAC klont

BAC klon I?él;?eé:éli iiﬁi?ge navrZenych gﬁg{ég}i S[;)erc;i‘;éggst Oth;m.
TaaCsp7DS001D04 | 1D4-1 pptiionsaybonsadivalls 703 ano 67,5°C
TaaCsp7DS001D04 | 1D4-1-11 | [ 0T OCSATEPATSATeoTT 427 ano 64,5°C
TaaCsp7DS001D04 | 1D4-1-111 | FRSSTOTOBTAAMRITSTTOACe 466 ano 68°C
TaaCsp7DS001D04 | 1D4-4 et 636 ne ;
TaaCsp7DS001D04 | 1D4-5 vl ovrelislus 639 ano 67,5°C
TaaCsp7DS001F24 | 1F24-1 e AT 356 ano 64,5°C
TaaCsp7DS001F24 | 1F24-2 | 7 TCorerecere T e 400 ano 66,5°C
TaaCsp7DS001E11 | 1F11-1 il setiollaalUNuetlaths 687 ano 64,5°C
TaaCsp7DSO01E1L | 1£12-2-y1 | [SSACORTIOOTIRErT oo 587 ano 67,5°C
TaaCsp7DSO001H18 | 1H18-4 | [ oS TIEBEoMETe 676 ano 66,5°C
roacsprosooutss |wntsan | LTS ocs |y | i |

5.2.3 Mapovani odvozenych STS markeri na RH liniich

Mapovani odvozenych STS markeri bylo provedeno pomoci skriningu panelu
radiac¢nich hybridi obsahujiciho 121 linii na (ne)pfitomnost danych markert. Z ptivodniho
poctu osmnacti STS markert specifickych pro 7DS bylo vytfazeno jedendct para primert,
protoze neposkytovaly produkt PCR na syntetické pSenici s D genomemn Ae. tauschii.
Pro mapovani bylo tedy vhodnych pouze sedm part primert (69E2, 51E5, 1D4-1-11, 1D4-1-
11, 1D4-5, 1E11-1, 1E11-1-11), které poskytovaly produkty amplifikace S DNA syntetické
pSenice SW58, ale nikoli s DNA tetraploidni pSenice kultivaru Langdon. Z téchto sedmi para

primerd byly pouze dva pary ptimo pouzity pro mapovani (69E2, 1D4-1-11). Zbylych pét part
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primert (51E5, 1DA4-1-111, 1D4-5, 1E11-1, 1E11-1-ll) neposkytovalo dostate¢né
reprodukovatelné¢ vysledky, patrné v disledku neuplné komplementarity primert. Jejich
pouziti je teoreticky mozné, nicméné by musela byt provedena dilkladnd optimalizace

podminek PCR.

Na obrazku 19 je znazornén ptiklad mapovani na RH panelu STS markerem 69E2.
Jako pozitivni kontrola slouzila DNA syntetické pSenice SW58. Jako negativni kontrola byla
pouzita redestilovana voda (50), DNA tetraploidni pSenice kultivaru Langdon (L) a RH linie
28, ktera sice obsahovala DNA, nicméné neposkytovala PCR produkt ani v piipadé pouziti
primeru pro ISBP marker cfp54 z chromozomu 3B psenice. RH linie 17, 51, 72, 80 a 103 byly

na testovany marker 69E2 negativni.

SARRAARARA AR SR TR S s S e .e (ST L

R R R R

Obr.19: Produkty PCR ziskané pii mapovani markeru 69E2 na panelu radiaénich hybridi. Cervend
jsou znazornény negativni kontroly, zelené pozitivni kontrola. Modrymi ¢&isly jsou oznadeny linie negativni
na pritomnost daného markeru (S = produkt amplifikovany ze syntetické pSenice SW58; L = produkt
amplifikovany z tetraploidni psenice kultivaru Langdon; M = velikostni marker 100 bp DNA LadderPlus).
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Dva z markerd pouzitych pro RH mapovani (69E2, 1D4-1-11) se nakonec podaiilo
zanést do RH mapy tvotené DArT a SSR markery (A. Kumar, nepublikovano). Oba markery
jsou na této map¢ lokalizovany v té€sné blizkosti centromery mezi markery wPt-743405 a wPt-

665936, ve vzajemné vzdalenosti 3,7 cR (obr. 20).

Jméno markeru Vzdalenost
162 wPt663995 5 cR
163 wPt-732688 77,1 cR
164 wPt-743405 38,5 cR
165 69E2 3,7 cR
166 C1/ll 52,4 cR
167 wPt-665936 3 cR
168 wPt-7508 2,5 cR
169 wPt-667127 61,4 cR

Obr.20: Vytez z RH mapy chromozému 7D (A. Kumar, nepublikovano)
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6 DISKUSE

6.1 Primé ukotvovani

6.1.1 Manualni ukotvovani

Ptimé ukotvovani je jednou ze strategii ukotvovani fyzickych map, jejimz cilem
je identifikovat BAC klony obsahujici piislusny marker. Metoda skrininku knihovny
zapomoci superpoolit a miskovych a tiidimenzionalnich poola (Simkova et al., 2010)
se ukazala jako spolehliva, nicméné Casové ndro¢na metoda pro urceni pozitivnich klond.
V piipad¢ pouziti samotnych 3D pooli jsme neziidka pozorovali falesné pozitivni nebo
chybéjici soutadnice klonu. Tento problém byl ptekonan kombinovanim informaci ziskanych
z fyzické mapy 7DS a ze skrininku na miskovych poolech a superpoolech. Vyuziti tidaji
z fyzické mapy pomohlo k vyselektovani skutecné pozitivnich BAC klont a k jednoznacné
identifikaci kontigli pfi skrininku pouze malé ¢asti 3D poold. Tim se cely postup vyrazné
urychlil, ato i diky tomu, Ze odpadla nutnost provadét dekonvoluci kandidatnich BAC klont

za pomoci PCR na kandidatnich klonech.

Vyhodnocovani bylo ovlivnéno také samotnym typem pouzitého markeru. Zatimco
STS markery cely proces vyhodnocovani diky své unikéatnosti cCasto urychlily,
u mikrosatelitovych markerd tomu tak vzdy nebylo. V nékterych ptipadech byly markery
lokalizovany ve vice lokusech na 7DS. Poskytovaly tak vice PCR produktd, nékdy s riznou
velikosti. K urceni jednoznacnych soufadnic kloni opét pomohla fyzickd mapa 7DS.
Na problém s nejednoznacnou lokalizaci mikrosatelitovych markerti upozoriiuje Shoemaker
etal. (2008), kteti jej pozorovali pii ukotvovani fyzické mapy séji. Divodem miuizou byt
duplikace, které se vyskytuji u pSenice i v ramci jednoho ramene, jak prokazali Simkova et al.

(2010) v pripadé mikrosatelitovéo markeru gwm473.

Problémy s jednoznaénym uréenim klontt méli i Lucas et al. (2013) pfi ukotvovani
fyzické mapy 1AL. V piipadé ramene 1AL bylo pro skrinink knihovny pomoci 3D poolt
testovano mimo jin€, 38 mikrosatelitovych a 21 EST markeri, které byly uz dfive geneticky
zamapovany. Pouze 12 SSR a 10 EST markerd bylo mozno jednozna¢né pfifadit k ucitym
klonim. Lucas et al. (2013) se domnivaji, ze jednim z divodi mohou byt sekvencni rozdily

mezi liniemi pSenice pouzitymi pro konstrukci genetické a fyzické mapy.

S rychlejsi alternativou ukotvovani pfisli Luo et al. (2013), kteti poprvé pouzili

kombinaci pétidimenzionalnich poold pfipravenych z BAC knihovny s Illumina Infinium

54



SNP arrayi pro ukotvovani kontigt fyzické mapy Ae. tauschii. Ukazalo se, ze pouziti Infinium
SNP arraye umoznuje ukotvovani kontigh prostfednictvim neomezeného mnozstvi SNPu
S minimem vynalozené prace, ktera byla nutna pouze pro ptipravu 5D poold. Timto zjiSténim
prekonaly i jejich ptivodni strategii, kdy kombinovali opét 5D pooly, ale tentokrat s Illumina
GoldenGate assayi (Luo et al., 2009). Ob¢ tyto strategie snizuji pracnost a ¢asovou naro¢nost
ukotvovani kontigt fyzické mapy, nicméné pouziti lllumina GoldenGate assaye je finanéné

o 24

naro¢néjsi a pocet pouzitych markert je relativné maly (Luo et al., 2013).

Paux et al. (2008a) pouzili pro skrinink knihovny z chromozému 3B pooly piipravené
z MTP. V ideélnim ptipad¢ by s pouzitim téchto smésnych vzorkli méla byt urychlena
jednoznacna identifikace kontigli. V nasi praci byl tento postup také testovan, ale ve vétsSing
ptipadii nebylo mozno identifikovat kompletni adresu pozitivnich klonti diky chybé&jicim
soufadnicim. Nejcastéji chybél udaj o misce, ve které se klon nachazel. Vyssi vyskyt
negativnich vysledkii PCR ve srovnani s pooly pfipravenymi z celé knihovny patrné souvisel
s odliSnym postupem piipravy poold. Adresy kloni ve 3D poolech ptipravenych z MTP
se neshoduji s adresami klonti v knihovné, proto nebylo mozné piimo pouzit udaje
z miskovych poolt a superpoolti knihovny. V disledku toho bylo velice ¢asové narocné,
nékdy nemozné, dohledat skute¢nou adresu pozitivniho klonu, a to i s pomoci fyzické mapy
7DS. Problém byl feSen dopliiujicimi PCR, s jejichZ pomoci bylo moZné doplnit chybé&jici
udaje v adresach, coz ale nekoresponduje s myslenkou urychleni a zefektivnéni celého

postupu.

6.1.2 Insilico uketvovani

In silico ukotvovani na zakladé fyzické mapy Ae. tauschii se ukazalo ve srovnani
s ukotvovanim manualnim jako velice spolehlivd metoda, kterd umoziiuje v relativné kratkém
case ukotveni velkého mnozstvi markerti. Spolehlivost tohoto pfistupu byla ovéfena pomoci
jedenacti STS markert odvozenych pro pSenici (Stafikova, nepublikovano), a to jejich
pouzitim 1 v pfipadé manudlniho ukotvovani. Oba piistupy poskytly stejné vysledky
a lokalizovaly tyto markery ve stejnych kontizich fyzické mapy 7DS. Propojeni obou typl

map navic umozni komparativné genomické studie pro pSenici a Aegilops tauschii.
6.2  Reverzni ukotvovani

6.2.1 Odvozovani STS markeru
Reverzni ukotvovani obecné probiha ve sméru od fyzické mapy ke genetické. Obvykle

jsou k nému vyuzivany koncové sekvence BAC klond (BES) nebo sekvence celych klontu
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Z MTP pouzivané knihovny, z nichZ jsou odvozovany nové markery. BES pro odvozovani
novych markertt pouzili Paux et al. (2008a) v piipadé chromozému 3B psenice, ktefi pak
nové odvozené markery pouzili na rekombina¢ni i RH mapovani, nebo Bartos et al. (2008),
kteii odvozovali ISBP markery z BES ramene 1RS zita. Nejnovéji pouzili BES pro reverzni
ukotvovani fyzické mapy u pSenice Lucas et al. (2013), kterym se diky nové odvozenym 164
ISBP markeram, specifickym pro dlouhé rameno chromozému 1A, podatilo ovétit prekryvy
mezi klony, nebo odhalit piekryvy, které nebyly detekovany pomoci fingerprintingu. Markery

byly umistény na genetickou mapu 1 AL na zakladé rekombinac¢niho mapovani.

Vzhledem k tomu, ze D genom pSenice se vyznacuje nizkym vyskytem polymorfismd,
které jsou nezbytné pro rekombina¢ni mapovani, dali jsme v naSem piipadé prednost

odvozovani STS markertt a RH mapovani, které polymorfismy nevyzaduje.

V diplomové praci byly pro odvozovani STS markert pouzity krom¢ BES také
sekvence zikané technologii [llumina, sestavené do sekvenc¢nich kontigh. V ptipadé BES bylo
analyzovano 545 sekvenci, z nichZz pouze 5% obsahovalo unikatni sekvence. Zastoupeni
unikatni sekvence predstavuje 2% z celkové otestované délky BES. V ptipadé odvozovani
STS markert z celych sekvenci BAC kloni dosahovalo zastoupeni unikéatnich sekvenci 6,5%.
To souvisi patrné s tim, ze BAC knihovna 7DS byla konstruovana za pouziti enzymu Hindlll,
jehoZ rekogni¢ni misto je bohaté na GC baze a vyskytuje se Castéji v repetitivnich oblastech
genomu. Choulet et al. (2013) uvadéji, ze se na zakladé¢ analyzy frekvence vyskytu
a distribuce rekogni¢niho mista pro HindIIl podél 18 Mb dlouhého sekvenéniho kontigu
chromozému 3B pSenice ukézalo, ze se toto rekogni¢ni misto nachazi 1,5x Ccastéji
Vv transponovatelnych elementech, neZ v nahodné vybranych sekvencich. Mozna i proto byla
uspé&$nost navrhovani primerii na zaklad¢é unikatnich sekvenci vyssi pii pouZiti celé sekvence
ve srovnani s BES (81 proti 69%). Obecné je mozné fict, ze usp&Snost navrhovani
specifickych primerd na zakladé dostupnych sekvenci byla vysoka. To potvrzuje i srovnani
s literaturou, napt. s praci Lucase et al. (2013), ktetfi odvozovali ISBP markery specifické
pro 1AL. Z 280 markert odvozenych z BES bylo 164 markeri specifickych pro 1AL, coz je
59%. V ptipadé¢ této prace byla celkova tspéSnost navrhovani 75% (z BES 69% a ze sekvenci

BAC klonti 81%).

BAC klony sekvenované technologii Illumina se podafilo sestavit do dvou az jedenacti
sekvencnich kontigh (P. Visendi, nepublikovano). V rdmci prace jsme se snazili ovéfit

hypotézu, ze mnozstvi unikatnich sekvenci je v negativni korelaci s poctem kontigii na BAC
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klon. Hypotéza vychézela z ptedpokladu, Ze klony s niz§im vyskytem repetitivnich sekvenci
se lépe sestavuji do sekvencnich kontigii. Tato hypotéza vSak nebyla potvrzena. Nejvétsi
pocet specifickych para primert byl navrzen ze sekvence BAC klonu, ktera se skladala
Z nejveétsiho poctu sekvencnich kontigh a naopak, nejmensi pocet specifickych parii primert
byl navrzen ze sekvence BAC klonu sestavené z nejmensiho poctu sekvencénich kontigt.
K vyvozeni zavéru o existenci, pfipadné typu korelace mezi poctem sekvencnich kontigi
na BAC a mnozstvim unikatnich sekvenci by vSak bylo potieba zanalyzovat mnohem vétsi

mnozstvi BAC klona.

6.2.2 Mapovani na panelu radia¢nich hybrida

Radia¢ni hybridni (RH) mapovéani je zalozeno na zlomech DNA, které vznikaji jako
disledek pusobeni radiace. Umoznuje tedy mapovat i v oblasti centromery a je tak
alternativou ke genetickému mapovani zalozenému na rekombinaci. RH mapovani pouzili
pro ukotvovani fyzické mapy Paux et al. (2008a) v piipadé chromozomu 3B psenice, kdy
bylo mapovano 65 ISBP markert a podafilo se ukotvit 32 kontigli. Panel pro RH mapovani
na3B Dbyl odvozen z kultivaru Chinese Spring. V nasi praci byl pouzit RH panel
pro D genom pSenice, ktery byl odvozen zgenomu Ae. tauschii, konkrétn¢ 121
informativnich linii pro 7DS (Kumar et al., 2012). Existujici RH panel odvozeny z kultivaru
Chinese Spring (Riera-Lizarazu et al., 2010) ma diky vyssi citlivosti kultivaru Chinese Spring
k radiaci nizsi rozliSeni nez panel RH z Ae. tauschii (Kumar et al., 2012) a pro naSe ucely
nebyl kdispozici. Pivod pouzitého panelu se ukdzal jako nejvétsi nedostatek naSeho
mapovani. Béhem vzniku allohexaploidniho genomu pSenice doslo kromé dvoji spontanni
hybridizace i k ¢astecné strukturni a funkéni prestavbé jednotlivych subgenomii ve srovnani
s jejich donory (Feldman et Levy, 2009). Proto doslo k tomu, Ze jedenact z osmnacti part
primerd navrzenych ze sekvenci kultivaru Chinese Spring neposkytlo produkt pii pouZiti
DNA ze syntetické pSenice s D genomem z Ae. tauschii. U zbyvajicich primerd vedla nizsi
komplementarita primerti a templatu k horsi reprodukovatelnosti skrininku. U dvou part
primert byl tento problém vyfeSen snizenim teploty a prodlouzenim doby nasedani primerd,
dalsi optimalizace podminek PCR by patrné umoznila pouziti i dalSich part primert. Paux
etal. (2008a) pouzili v souvislosti s RH mapovanim tzv. touch down PCR, pfi které
se postupné snizuje specificnost PCR reakce. Touch down PCR v nasi praci pouzita nebyla,
ale predstavuje alternativu pro ndmi zvoleny postup i pro jeho rychlejsi optimalizaci.

Asi nejucinnéj$im feSenim by vSak bylo odvozovani marker nikoli ze sekvenci kultivaru
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Chinese Spring, ale pfimo ze sekvenci Ae. tauschii, nebo pouziti RH panelu odvozeného

z kultivaru Chinese Spring.

Skrinink panelu radia¢nich hybridd byl GspéSné proveden se dvéma markery.
Pro urceni jejich pozice na rameni 7DS byla k dispozici RH mapa chromozému 7D s 215
DATrT a tremi SSR markery (A. Kumar, nepublikovano). Oba nase STS markery se nachézi
ve vzajemné blizkosti a na uvedené mapé se nachazeji v tésné blizkosti centromery, mimo
oblast s né&jvetsi hustotou DArT markerd. DArT markery byvaji lokalizovany pievazné
v distalnich ¢astech chromozomu (Paux et Sourdille, 2009), diky tomu nebylo mozno
zamapovat nase markery s velkou ptesnosti. Pozice markeru 69E2 na genetické mapé neni
znamd. Marker 1D4-1-11 vSak pochazi z klonu, ktery se na fyzické mapé 7DS nachazi v tésné
blizkosti (50 - 100 kb) klonu nesouciho marker AT7D6345. Tento marker se na genetické
mapé Ae. tauschii nachazi v pozici 101,331 ¢cM (Luo et al., 2013). Na zakladé integrace
fyzické mapy 7DS a Ae. tauschii se mezi markerem AT7D6345 a centromerou chromozému
7D nachazi ptiblizn€ 300 dalSich markerti. To naznacuje dal$i potencial pro zvySeni hustoty
RH mapy, zejména v blizkosti centromery, kde ma RH mapovani nejvétsi vyznam.
V soucasné dob¢ také probiha skrinink RH a markerd odvozenych z gent
(http://avena.pw.usda.gov/RHmapping/). To by mélo piispét k dal§i saturaci RH mapy

pro D genom.
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7 ZAVER

V této praci byly testovany a porovnavany rtizné metody ukotvovani fyzické mapy.
Bylo provedeno piimé ukotvovani fyzické mapy kratkého ramene chromozému 7D pSenice
(7DS), a to skrininkem BAC knihovny pomoci PCR na smésnych vzorcich BAC kloni
(manualni ukotvovani), nebo pomoci in silico ukotvovani na zakladé integrace s fyzickou
mapou Ae. tauschii. Manualné se podafilo ukotvit 42 ptevazné mikrosatelitovych markerd,
zatimco in silico se podafilo ukotvit 541 markert. Celkové tak bylo ukotveno 585 markera
do 309 kontigli, coz reprezentuje 51% fyzické mapy 7DS. Ob¢& metody lze tedy spolehlivé
pouzit pro ukotvovani fyzické mapy. Z hlediska ¢asové a finan¢ni naro¢nosti a objemu

ziskanych dat se jako efektivnéjsi ukazalo ukotvovani in silico.

Dale bylo provedeno reverzni ukotvovani, kdy byly na zakladé koncovych sekvenci
BAC kloni (BES) a kompletnich sekvenci n¢kolika BAC klontt z MTP ramene 7DS
odvozovany STS markery pro radia¢ni hybridni mapovani. Celkové bylo odvozeno 18 STS
markert pro kultivar Chinese Spring. Vytéznost unikétnich sekvenci vzhledem k celkovému
mnozstvi analyzovanych sekvenci byla lepsi pro kompletni sekvence BAC klond (6,5 %
oproti 2% pro BES). RovnéZ Gispé$nost navrhovani primert na zakladé kompletnich sekvenci
byla vy$$i nez pro BES (81 procent oproti 69 procentim) Vzhledem k tomu, Ze byl
k mapovani pouzit RH panel vytvofeny z jiného zdroje nez fyzickda mapa 7DS, doslo
k vyrazné redukci poétu pouzitelnych STS markerti pro RH mapovani. Nakonec byl skrinink
panelu radia¢nich hybridi proveden dvéma STS markery, které se podafilo zanést do RH
mapy chromozému 7D, tvofené 215 DArT a tfemi SSR markery. Oba markery se nachéazeji
ve vzajemné blizkosti a na uvedené map¢ jsou lokalizovany v tésné blizkosti centromery.
Predpokladame, ze po optimalizaci postupu odvozovani STS markeri apo planovaném
zvySeni hustoty RH map bude navrzeny postup reverzniho ukotvovani pfedstavovat efektivni

zpusob lokalizace kontigil fyzické mapy na chromozomy.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7DS

AFLP

BAC
BES
bp
CAPS
cR
DArT
ddNTP
dNTP
EST
FISH

HICF

ISBP
IWGSC
MAS
MTP

NGS

OPAs
PAA
PCR

QTL

RAPD

RE

kratké rameno chromozému 7

délkovy polymorfismus amlifikovanych fragmentt (amplified fragment lenght
polymorphism)

umély bakterialni chromozoém (bacterial artificial chromosome)
BAC-end sequences

par bazi (base pair)

cleaved amplified polymorphic sequence

centi Ray

diversity array technology

dideoxynukleotidy

deoxynukleotidy

koncova sekvence z cDNA (expressed sequence tag)
fluorescencéni in situ hybridizace

fingerprnting s vysokym informa¢nim obsahem (high-information-content
fingerprintig)

polymorfismus zalozeny na mist¢ inzerce (insertion site-base polymorphism)
International Wheat Genome Sequencing Consortium

marker assisted selection

minimalni sestava klont pro sekvenovani (minimum tilling path)

technologie sekvenovani nové generace (next-generation sequencing)

oligonucleotide pool assays
polyakrylamid
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

lokus pro kvantitativni znaky (quantitative trat locus)

nahodné amplifikovana polymorfni DNA (random amplified polymorphic
DNA)

restrikéni endonukledza/enzym
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RFLP

RH

SCAR

SNP
SSR

STS

TE
WGP

WGS

polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti (restriction fragment lenght
polymorphism)
radia¢ni hybrid

amplifikovana oblast charakterizovana sekvenci (Sequence characterized
amplified region)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
mikrosatelit (simple sequence repeat)

misto se sekvenéni adresou (Sequence tagged site)

teplota nasedani primerd

transponovatelné elementy

celogenomové profilovani (whole genome profiling)

celogenomové shotgun sekvenovani (whole genome shotgun)
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