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PSenica je jednou z celosvetovo najvyznamnejSich
pol'nohospodarskych plodin a mucnatka travova
(Blumeria graminis (DC.) E.O. Speer f. sp. tritici) patri
K jej najzavaznej$im ochoreniam. Toto ochorenie moéze mat
zanasledok az 40 % stradt navynose a kvalite. Ekologicky
a ekonomicky najvhodnejSou moznost'ou ochrany je pestovanie
rezistentnych kultivarov. Pouzitie standardnych R-génov je vsak
komplikované ich kratkou zivotnostou, ¢o vyzaduje patranie
po novych zdrojoch rezistencie. Linia GZ1 (Triticum turgidum
subsp. dicoccum) vsebe nesic dva gény podmienujuce
rezistenciu k mucnatke travovej. QTL analyza identifikovala
tieto gény v lokusoch QPm.GZ1-2A na chromozéme 2AL
a QPm.GZ1-7A na chromozome 7AL. Tato praca bola zamerana
na vysoko-hustotné mapovanie lokusu QPm.GZ1-2A, ktory
poskytuje uplInd rezistenciu proti vSetkym testovanym rasam.
Lokus QPm.GZ1-2A bol saturovany 14 markermi a pévodna
oblast’ s velkost'ou 22,7 Mb tak bola z(iZena na 5,08 Mb. Lokus
je vymedzeny hraniénymi markermi owm2016 a owm2028.
V tejto oblasti bolo identifikovanych 60 kandidatnych genov,
z ktorych iba tri maja vztah k rezistencii. Ziadny z nich viak
nie je  vhodnym kandidatom pre QPm.GZ1-2A. Pretoze
QPmM.GZ1-2A  gén podmienuje rezistenciu homozygotne
recesivne, ¢o je vzacna charakteristika, jedna sa pravdepodobne
0 novy gén rezistencie.

pSenica, Triticum turgidum subsp. dicoccum, mi¢natka travova,
Blumeria graminis f. sp. tritici, R-gény, molekularne markery,
vysoko-hustotné mapovanie
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Wheat is one of the most important agricultural
crop worldwide and powdery mildew (Blumeria
graminis (DC.) E.O. Speer f. sp. tritici) is one
of its most devastating fungal diseases. Powdery
mildew can decrease the yield and quality up
to 40 %. The utilization of resistant cultivars
represents the most ecological
and economical way of protection. Unfortunately,
the use of standard R-genes is complicated
by their short-term lifespan, which requires
searching for new sources of resistance. The GZ1
line (Triticum turgidum subsp. dicoccum) carries
two genes determining the resistance to powdery
mildew. QTL analysis located these genes in loci
QPm.GZ1-2A on chromosome 2AL
and QPm.GZ1-7A on chromosome 7AL. Present
work is focused on high-density mapping
of the QPm.GZ1-2A locus, which determines total
resistance to all tested races. The QPm.GZ1-2A
locus was saturated with 14  markers
and the original 22.7 Mb region was narrowed
down to 5.08 Mb. The locus is delimited
by flanking markers owm2016 and owm?2028.
In this region, 60 candidate genes have been
identified and only three of these genes have
relation to the resistance genes. However, none
ofthem is a suitable candidate gene
for QPm.GZ1-2A. Since the QPm.GZ1-2A gene
determines homozygous recessive resistance,
which is rare, it is probably a novel powdery
mildew resistance gene.

wheat, Triticum turgidum subsp. dicoccum,
powdery mildew, Blumeria graminis f. sp. tritici,
R-genes, molecular markers, high-density
mapping
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1 UVOD

Psenica siata (Triticum aestivum subsp. aestivum) a psenica tvrda (Triticum turgidum subsp.
durum) patria medzi najvyznamnejSie polnohospodarske plodiny na svete, nakolko
predstavuju zakladny zdroj potravy pre viac ako 40 % [l'udskej populacie. Jej pestovanie
sa viaze so snahou chranit’ T'udi pred hladom a so ziskanim kontroly nad zdsobovanim
potravinami, nakolko predpoklad narastu populacie do roku 2050 sa odhaduje priblizne
na 9,7 miliard l'udi, a pravdepodobne dosiahne vrchol priblizne 11 milidrd do konca storocia
(Roser, Ortiz-Ospina et al., 2019).

Jej produkcia moze byt ohrozend roznymi patogénmi a ochoreniami. Jednym
z takychto patogénov je mucnatka travova (Blumeria graminis f. sp. tritici), ktora spésobuje
ochorenie zvané¢ mucnatka. V pripade napadnutia nadchylnych odrod moze sposobit’ az 40%
straty na vynose. Jednym zo sp6sobov ochrany pred tymto patogénom je pestovanie
rezistentnych kultivarov pSenice. Vytvaraniu odolnejSich kultivarov pSenice predchadza
hl'adanie a identifikdcia novych rezistentnych génov voci mucnatke. Efektivne vyuzitie
takychto génov v Sl'achtitel'skom procese je vSak podmienené identifikdciou molekularnych
markerov segregujdcich alebo Uzko viazanych k cielovému génu.

Rezistencia tetraploidnej pSenice Triticum turgidum subsp. dicoccum (DIM140,
pomenovanid ako GZ1) bola objavena doc. RNDr. Svecom, CSc. (UK Bratislava,
Komenského). QTL analyza odhalila, ze rezistencia linie GZ1 vo¢i mi¢natke je podmienena
dvomi génmi. Homozygotne recesivnym génom v lokuse QPm.GZ1-2A na chromozome 2AL
a dominantnym génom v lokuse QPm.GZ1-7A na chromozome 7AL. Predkladana bakalarska
praca je zamerana na vysoko-hustotné mapovanie lokusu QPm.GZ1-2A, ktory je zodpovedny
za rasovo ne$pecificku rezistenciu vo¢i Blumeria graminis f. sp. tritici v homozygotne

recesivnej konstitucii a identifikaciu kandidatnych génov.
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2 CIELE PRACE

PredloZena bakalarska praca je zlozena z teoretickej a praktickej Casti. Cielom teoretickej
Casti bolo vypracovanie literarnej reSerSe na tému psenica, charakteristika mic¢natky travove;j
a jej interakcie s hostitelom a genetické mapovanie. Cielom praktickej Casti bol vyvoj
molekularnych markerov a saturécia lokusu QPm.GZ1-2A, fenotypovanie rekombinantnych
F> linii a roz$irenie F» mapovacej populécie k identifikacii novych rekombinantnych linii
v oblasti lokusu QPm.GZ1-2A.

14



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 PSenica

Rod psenica (Triticum L.) patri medzi jednokli¢nolistové rastliny a je sicastou Celade trav
lipnicovité (Poaceae) radu lipnicotvaré (Poales). Tato ¢&elad” zahfha aj dalSie
pol'nohospodarsky vyznamné plodiny, ako su jaémen (Hordeum L.), raz (Oryza L.), kukurica
(Zea L.), ovos (Avena L.) alebo zito (Secale L.). Tieto rody presli pocas procesu domestikacie
mnohymi zmenami, pricom domestikované taxony su odliSné od ich divokych predkov
(Doebley, Gaut et al., 2006). AvSak prave vdaka domestikacii sa tieto taxony stali
dolezitymi pre pol'nohospodarstvo, pricom pSenica sa stala jednym z najdolezitejSich druhov
plodin na svete (Kilian et al., 2009).

PSenica je v 21. storoci plodina s celosvetovo najvysSim vynosom. Pestuje sa na viac

ako 218 miliénov hektaroch (https://www.fao.org), vo vd¢som rozsahu ako ktorakol'vek

plodina, s celosvetovou produkciou 777 milionov ton ro¢ne (https://www.fao.org, 2021).

Je ddlezitou zlozkou potravin, ako su chlieb, cestoviny alebo suSienky a dodéava 20 % kalorii
pre ludska stravu (Tilman etal., 2011). Pestuje sa celosvetovo takmer vo vSetkych
oblastiach; od 67° severnej $irky v Skandinavii a Rusku po 45° juznej $irky v Argentine,
v tropoch a subtropoch (Feldman, 1995). Medzi najviac pestované druhy patri pSenica siata
(Triticum aestivum subsp. aestivum) a psenica tvrda (Triticum turgidum subsp. durum). Dnes
je asi 95 % pestovanej pSenice hexaploidnd pSenica siata, pricom dalsich 5 % tvori
tetraploidnd pSenica tvrda pestovana v oblasti Stredozemného mora a pouzivana vacsinou

pre vyrobu cestovin (Shewry, 2009).

3.1.1 Historia vyvoja pSenice

PsSenica bola jednou z prvych domestikovanych potravinarskych plodin. Domestikacia pSenice
Vv oblasti tirodného polmesiaca (Obr.1) priblizne pred 10 000 rokmi bola najdoleZitejSim
krokom v prechode ludstva od lovca k farmarovi. Najskor$ie kultivované formy boli
diploidna psenica jednozrnka (Obr.2) a tetraploidna pSenica emmer. Jedna sa o druhy
pochéadzajice z pohoria Karacadag Vv juhovychodnej &asti Turecka (Ozkan et al., 2002).

Domestikécia pSenice priniesla rozne zmeny, ako napriklad zvd¢Senie zrna (Shewry, 2009).
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Shewry (2009) okrem tejto zmeny zdoraziuje tiez stratu rozpadavosti klasu
pridozreti, ktord& je spdsobena  mutdciami v lokuse Br  (brittle rachis;
Pourkheirandish et al., 2018; Nalam et al.,2005; Watanabe et al., 2002). Rozpadavost'ou klasu
je zabezpecené Sirenie semien vo volnej prirode, v pol'nohospodarstve vSak naopak spdsobuje
stratu semien. Daliu vyrazni zmenu predstavuje prechod od ldpanych foriem, pri ktorych
plosky pevne prilna k zrnu, na formy s vol'nym mlatenim. Tieto formy vznikli suhrou dvoch
mutacii: dominantnou mutaciou Vvlokuse Q a recesivnou mutaciou Vv lokuse
Tg (Jantasuriyarat et al., 2004; Simons et al., 2006; Dubkovsky a Dvorak, 2007).

ANATOLIA

Obr. 1: Urodny polmesiac. Urodny polmesiac v oblasti vychodného Stredomoria je zndzorneny Eervenou

farbou. Zahftia Casti dne$nych krajin Izraelu, Libanonu, Jordanska, Syrie, severného Egyptu a Iraku. (upravené
nodla Adamo. 2018).

16



Obr. 2: Morfologické rozdiely medzi divokou a domestikovanou pSenicou jednozrnka.
Na obrazku st znazornené Casti divokej pSenice jednozrnky T. boeoticum: rozpadavy klas (a), zrna (b) a Casti
domestikovanej pSenice T. monococcum: domestikovany klas (c) a domestikované zrna (d) (upravené podl'a
Benjamin Kilian, William Martin, 2010).

Dalia vyznamna zmena nastala v 50. a60. rokoch 20. storodia. V obdobi
ozna¢ovanom ako ,.Zelena revolucia®“ doSlo k vyvinu tzv. ,,semi-dwarf“ odrdd psenice,
a to zavedenim génu Rhtl a Rht2. Rht gény riadia vysku rastliny. Ich mutacia ma za nasledok
znizeny rast rastlin. Stebla vysokych rastlin neboli dostatoc¢ne silné, aby udrzali silny klas
odréd. Dochadzalo tak k ich poliehaniu a k strate vynosu v porovnani s rastlinami s kratkym
steblom, ktoré boli menej nachylné na poliehanie (Hedden, 2003). Zavedenim semi-dwarf

odréd do Indie a Pakistanu sa zamedzilo hladomoru, ktory hrozil v tychto oblastiach.

3.1.2 Genom pSenice

Gendm Triticum pozostava zo 7 chromozomov (1x=7) a podl'a ich stupna ploidie sa hybridné
linie delia dotroch skupin: diploidné (2n=2x=14), alotetraploidné (2n=4x=28)
a alohexaploidné (2n=6x=42). Ploidia pSenice je vysledkom niekol’ko po sebe iducich
hybridizacii (Obr. 3, Feldman, 2001).
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Na diploidnej trovni existujt dve pSenice jednozrnové: T.monococcum
(genom A™A™) a T. urartu (gendm A"AY), ktory prispel svojim gendémom tetraploidnej pSenici
T. turgidum subsp. dicoccoides (A"A" BB: Dvorak et al., 1988; Dvotak et al., 1993). Za darcu
genomu BB je povazovany blizky pribuzny Aegilops speltoides
(gendm SS; Kilian et al., 2007; Gornicki et al., 2014). Domestikdcia T. turgidum subsp.
dicoccoides viedla k vzniku dnes stale pestovanej pSenici tvrdej T. turgidum subsp. durum
(Dubkovsky a Dvorak, 2007).

Zvysena adaptabilita tetraploidnej pSenice k meniacim sa podmienkam umoznila jej
roz8irenie v oblasti juhovychodného Turecka a nasledni hybridizaciu s divoko rasticim
diploidnym druhom Ae. Tauschii, ktory je donorom gendému D. Vysledkom tejto hybridizacie
bol vznik hexaploidnej pSenice siatej T.aestivum subsp. aestivum (geném A'AY BBDD).
S naslednym subgenémom D =ziskala psSenica dalSie vyznamné znaky, ako je napriklad
adaptacia na podmienky jarovizacie a fotoperiddy, zlepsena tolerancia voci soli, nizkemu pH
a hliniku v pode, odolnost’ proti mrazu a niektorym Skodcom. Vyznamné su aj jej pekarenské

vlastnosti (Feuillet et al., 2008), a prave vdaka tomu sa stala pSenica siata tak rozSirenym

druhom.
Divergencia od Formacla divoks| Formacts alohexappoiins]
spoloéného predka allotetrapividns| planics pisnics
n=2x=14 _t,”‘_" In=4x =28 _t,"f_. In=6x=42

1
i
1
1 I
i
L}
1

i T. wrariu (gendm AA) : v T turgidum .
i . . A v
: Aegilops (genom BB) genom AABS ! T aestivim
>—’- gendm AABBDD
Ae. tauschii (genom DD}

Obr. 3: Fylogeneticky vyvoj  pSenice. Pienica preila pocas svojej evolucie niekolkymi

hybridizaénymi udalostami, ktoré mali za nasledok zvySenie Urovne ploidie pSenice. Vznikla tak linia
T. aestivum (AABBDD), ktord predstavuje najvyssiu znamu troveii ploidie u pSenice.
(prevzaté z https://www.researchgate.net/figure/Origin-of-allopolyploid-wheat figl 7979903 )
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3.2 Muc¢natka travova

Mucnatka travova patri z hladiska sposobu zivota k biotrofnym obligdtnym patogénom
anieje tak schopnd rozmnoZovania arastu mimo hostitelska rastlinu. Muc¢natka
je najbeznejSou  listovou chorobou obilnin, ktora je sposobena druhom huby
Blumeria graminis z rodu Blumeria. Podl'a adaptacie na konkrétneho hostitel'a sa v rdmci
tohto druhu rozlisSuje d’alsich 8 poddruhov (forme speciales; f. sp.). K najvyznamnej$im
poddruhom infikujacim obilniny patri Blumeria graminis f. sp. secalis (napadajica zito),
hordei (napadajuca jaémen), avenae (napadajica ovos) alebo tritici (napadajuca pSenicu,
Braun a Cook, 2012).

U psenice Blumeria graminis f. sp. tritici (Obr. 4) vyrazne ovplyviiuje vynos zrna,
priom strata na vynose moze dosiahnut’ az 40 % na nachylnych odrodach (Draz et al., 2019).
Vhodné podmienky pre Sirenie huby st mierne teploty, vysoka relativna vlhkost’
ahusté porasty pSenice. Za optimalnych podmienok produkuje mténatka nové konidia
kazdych 7 — 10 dni (Salgado a Pierce, 2016). Rastliny st najviac nachylné v stidiu medzi
predlzovanim stonky a rastom zahlavia. K infekcii rastliny dochadza ¢asto uz na jesen, avSak
takuto skort infekciu je naroné odhalit’. Preto su rastliny najviac infikované koncom aprila

a zaCiatkom maja, ked’ sa pSenica nachadza v obdobi rychleho rastu (Salgado a Pierce, 2016).

Obr. 4: Blumeria graminis na povrchu listu hostitel’'skej rastliny. Na obrazku
sanachadza infekcia hostitel'skej rastliny hubou Blumeria graminis. Na povrchu listu su viditelné

kolonie  mua¢natky  tvoriace  biele  povlaky.  (prevzaté z https://www.imtrade.com.au/wp-

content/uploads/2015/10/Powdery-Mildew-Mace-Wheat-Buntine-WA-Small-399x600.jpq)
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3.2.1 Zivotny cyklus mucnatky travovej

Zivotny cyklus Blumeria graminis zahfiia 2 fazy: pohlavné rozmnoZovanie a nepohlavné
rozmnozovanie (Glawe, 2008) a po vacsinu svojho zivotného cyklu je haploidna s vynimkou
kratkej diploidnej fazy pocas pohlavného rozmnozovania. Tento patogén sa rozmnozuje pocas
vegetatného obdobia hostitela nepohlavnym spdsobom, v priebehu ktorého dochéadza
k produkcii konidii. Pohlavny cyklus je pozorovany hlavne pred nepriaznivymi podmienkami
a vytvara kleistotécia, ktoré obsahuju askospory.

Zivotny cyklus Blumeria graminis (Obr.5) je zahajeny inokulaciou nachylného
hostitel'a konidiom alebo askospdérou aich klicenim. Rychlost’ kli¢enia je ovplyvnena
vonkaj$imi faktormi ako je napriklad vhodna teplota a absencia vody, ktoré tento proces
urychl'uja. Po inokulacii dochadza k tvorbe primarneho klic¢iaceho hyfu a k tvorbe apresoria.
Jednd sa o rozsirenu Strukturu, vd’aka ktorej huba prilne k povrchu hostitel'a. Z apresoria
vyrastd penetracny hyf, ktory pomocou enzymatickej aktivity naruSuje bunkovua stenu rastlin
a umoznuje hube prienik do epidermalnej bunky hostitel'a (Francis et al., 1996; Pryce-Jones
et al., 1999). Jeho vetvenim vytvara huba vo vnutri hostitel'skej bunky haustorium, cez ktoré
ziskava z hostitel’a ziviny. Potom, ako su na povrchu hostitel'a tvorené sekundarne hyfy, ktoré
sa predlzuju a vetvia, vznikaju aj nové apresoria formujice d’alSie haustoria. Po 3 — 4 dioch
postinokulacie je na povrchu listov viditelnd kolonia hab tvoriaca biele mycélium.
V zavislosti na podmienkach dochadza bud’ k pohlavnému alebo nepohlavnému cyklu.

Pri nepohlavnom cykle tvoria koldnie konidioféry zakoncené retazcami postupne
dozrievajucich a uvolnujucich sa konidii, ktoré sa Siria vetrom do inych hostiteI’'skych rastlin
amoézu tak infikovat’ hostitel'skii rastlinu. Konidie obsahuju velké mnozstvo vody,
¢o pravdepodobne prispieva k schopnosti kli¢it’ v jej nepritomnosti (Glawe, 2008; Jargensen,
1994; Yarwood, 1957; Zhang et al., 2005).

K pohlavnému rozmnoZovaniu dochadza na konci vegetatného obdobia hostitel’a,
kedy dochadza k tvorbe gametangii. Blumeria graminis patri medzi heterotalické vlaknité
huby, ktoré tvoria morfologicky odlisné gametangia — samicie askogénia a samcie anteridia.
Ich flziou vznika zygota a nasleduje tvorba plodnic — chazmotécii, ktoré produkuju haploidné
askospory. Chazmotécid st spociatku svetlé, neskor zltkasté a v §tadiu zrelosti nadobudaju
Ciernu farbu (Glawe, 2008). Maji doleziti Glohu pri prezimovani Blumeria graminis,
zZ ktorych sa na konci leta askospory uvol'tiuji a na jesen infikuju vyhonkové rastliny (Salgado

a Pierce, 2016).
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Obr. 5: Zivotny cyklus Blumeria graminis. Zivotny cyklus B. graminis pozostava z 2 faz:
pohlavného a nepohlavného rozmnoZovania. Jej $irenie v zivotnom cykle znazorfiuju Cierne Sipky.
Cyklus sa lisi v tvorbe konidii v pripade nepohlavného rozmnozovania, u pohlavného rozmnozovania

dochadza k tvorbe chazmotécii a askospor. (prevzaté z https://www.researchgate.net/figure/Schematic-

life-cycle-of-Blumeria-graminis-The-black-arrows-indicate-propagation-in-the_fig2 343305651 ).

3.2.2 Interakcia hostitel-patogén

Pre tspesnu patogenézu vyvolavaji fytopatogény hab zmeny fyziologie a Struktiry
hostitel'skej bunky, ako aj poSkodenie bunkovych funkcii hostitel'a. Rastliny maji na ochranu
voci patogénom vyvinuty prirodzeny imunitny systém. Aby mohlo dojst’ k tispesnej infekcii
hostitela, musi byt patogén schopny preniknit’ do hostitel'skej bunky. To zévisi
na ich vzdjomnej adaptacii. V pripade, ze patogén nie je schopny infikovat rastlinu
napr. kvoli mechanickym bariéram alebo rastline chyba faktor nutny pre vyvolanie infekcie,
nie je rastlina pre dany patogén hostitefom ajednd sa o nehostitel’ski rezistenciu.
V opa¢nom pripade, kedy je patogén schopny vyvolat infekciu, sa rastlina stava pre dany

patogén hostitel'om a rezistencia je oznacovana ako hostiteP’ska (Burdon, 1993).
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Interakcia medzi rastlinnou bunkou a patogénom je umoznena produkciou
tzv. efektorov patogénom, ktoré interaguju s receptormi rastlinnej bunky (Lu et al., 2016).
Po vzniku vézby medzi efektorom a receptorom sa vytvara signal a dochddza k spusteniu
obrannej reakcie. V mieste penetracie patogénu dochadza napriklad k zosilneniu bunkovej
steny alebo ktvorbe reaktivnych kyslikovych radikalov (ROS), ktoré casto sposobujl
hypersenzitivnu reakciu (HR). Jednd sa o rychlu bunkovi smrt v mieste infekcie, ktora
vedie k vytvoreniu lokalnych nekrotickych nalezov, ¢im sa zabrani dalSiemu Sireniu
patogéna (Torres, 2010). Receptory hostitel'skej bunky su produktom expresie rezistentnych
génov (R-génov) rastliny (Arora et al., 2019). Efektorom patogénu Blumeria graminis mézu
byt’ napriklad fragmenty bunky huby uvolfiované pocas infekéného procesu alebo Specifické
produkty génov avirulencie (avr).

U plodin je odrodova odolnost’ vo¢i mucnatke travovej zaloZzend na rozpoznavani
produktov konkrétnych avr génov produktmi génov rezistencie (Jones, 2001). Avr gény
urcuju genotyp patogénu, na ktorého zaklade je potom rozdeleny na jednotlivé rasy. Rastliny
moézu vykazovat’ odolnost’ voCi konkrétnej rase alebo niekol’kym rasam, niektoré mozu byt

rezistentné voci Sirokému spektru ras (Crute a Pink, 1996).

3.2.2.1 Rasovo Specificka rezistencia

Rasovo $pecificka rezistencia je zalozena na koncepcii gén-proti-génu, ktora bola popisana
vroku 1971 Florom. Pre kazdy R-gén, ktory udeluje hostitelovi rezistenciu, existuje
zodpovedajlci avr gen v patogéne, ktory podmietiuje jeho virulenciu. Ich vzajomna interakcia
je kI'a¢om k ur€eniu, ¢i je rastlina nachylna alebo rezistentna k napadnutiu patogenom.

V pripade paru génu rezistencie a avirulentného génu patogénu dochadza k vytvoreniu
rezistencie. Ak rezistentny gén chyba alebo je neaktivny, patogén sa stava virulenthym
arastlina sa stdva nachylnou (Flor, 1971). Rasovo S$pecifickd rezistencia je teda U¢inna
len proti uréitému genotypu (rase) patogénu a je zvy€ajne kontrolovana dominantnymi génmi

vel'kého u¢inku (major génmi) v hostitelovi (MclIntosh et al., 2017; Li et al., 2020).

3.2.2.2 Rasovo nespecificka rezistencia

Jedna sa o rezistenciu ku Sirokému spektru ras patogénu. Jej najvdcSou prednostou
je jej dlhodoby G¢inok (Vanderplank, 1963). Zvycajne ale poskytuje len iastoéni odolnost’,

¢o sa fenotypovo prejavuje len obmedzenim rastu patogénu.
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Rasovo nespecificka rezistencia je Casto tiez oznaCovana ako kvantitativna, pretoze
je zvyCajne podmienena niekol’kymi génmi s kumulativnym u¢inkom (Kou a Wang, 2010).
Tieto gény sanachddzaji na rdznych miestach (lokusoch) v genome. To komplikuje
ich zapojenie do $lachtitel'skych programov. Hlavnym dévodom je problematicky prenos
vsetkych génov sucasne pri krizeni, co mozZe mat’ za nasledok znizen G¢innost’ rezistencie
(Kou a Wang, 2010). Rasovo nes$pecifickt rezistenciu vSak mézu poskytovat’ tiez major gény,
ako je tomu v pripade celkom unikatneho jaémenného génu Mlo. Strata jeho funkcie
sprostredkovdva homozygotne recesivnu rasovo nespecifickll rezistenciu (Jorgensen, 1992).
Jedna sa ocelkom unikdtny R-gén, ktory je uz cez 40 rokov uspe$ne pouZivany

V pol'nohospodarstve.

3. 2. 3 Rezistencia k miucnatke travovej u pSenice

V sucasnej dobe bolo identifikovanych viac ako 70 Pm (powdery mildew) génov rezistencie
aichalel (Pm1—- Pm65, Pm8 alelicky k Pm17, Pm18 = Pmlc, Pm22 = Pmle, Pm23 =
Pm4lc, Pm31 = Pm21) u roznych druhov pSenice (Mclntosh et al., 2017; Li et al., 2020).
Vicsina tychto génov st dominantné R-gény, ktoré sa riadia konceptom gén-proti-génu
(Flor, 1971). Gény rasovo $pecifickej rezistencie vo¢i miacnatke st vo vel'kej miere pouzivané
v Slachteni pSenice. AvSak pestovanim kultivarov so Specifickym génom rezistencie
na elkych plochach vytvara silny selekény tlak na populaciu patogéna a rezistencia tak byva
Casto skoro prekonana (Dreiseitl, 2003). Rasovo $pecificka rezistencia byva efektna asi 3 — 5
rokov (Wolfe a McDermott, 1994; Dreiseitl, 2003) a kultivary, ktoré stracaju svoju rezistenciu
musia byt’ nahradzované odolnejSimi. K tomu je nutna identifikacia novych génov alebo ich
novych variantov (alel) a znalost' ich presnej pozicie v genéme. Okrem toho to umoziuje
kombinovanie viac rezistentnych génov v jednej odrode zndmej ako pyramidovanie génov,
kedy je kumulativnym u¢inkom major génov mozné dosiahnut’ dlhodobejsie rezistenciu

k viac rasam (Fukuoka et al., 2015).
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3.3 Mapovanie genov

Kazdy znak je ur¢eny hlavnym génom alebo skupinou génov, ktord ho ovplyviluje. Znalost’
ich presnej pozicie v genome je zakladnym predpokladom pre ich d’al$iu charakterizaciu
alebo manipulaciu. Jednou zo zdkladnych metdd, ktoré umoznuju izolaciu génu, ktorého
sekvencia nie je vopred znama, je poziéné klonovanie. Pomocou pozi¢ného klonovania
je mozné izolovat' nielen gény velkého ucinku, ale aj gény kvantitativnych znakov.
Doélezitym krokom a tieZ predstupiiom samotnej izolacie génu je genetické mapovanie.

Genetické mapovanie umoziuje identifikaciu polohy Specifického génu do urcitej
oblasti na danom chromozome. Prva fiza genetického mapovania predstavuje hned’ niekol’ko
krokov, ktoré st od seba vzajomne zavislé: (1) tvorbu vhodnej mapovacej populécie, ktora
je nasledne genotypovand molekularnymi markermi a fenotypovana pre dany znak;
(2) konstrukciu genetickej mapy pomocou molekularnych markerov; a (3) identifikaciu
pozicie génu pomocou QTL analyzy. Druha faza zahfiia saturaciu identifikovanej oblasti,
ktora upresni poziciu Studovaného génu. K tomu je potrebné odvodzovanie dostatocného
mnozstva molekularnych markerov a ziskanie ¢o najviac jedincov, u ktorych doslo v danej
oblasti k rekombinacii. Tymto sp6sobom je mozné uréit’ ¢o najpresnejsiu poziciu studovaného
génu na chromozéme, ktora je vymedzena dvomi hrani¢énymi markermi s ¢o najtesnejSou
vazbou k danému génu (Krattinger et al., 2009).

Poslednym krokom pozi¢ného klonovania je sekvenovanie Studovaného génu
a nasledne jeho charakterizacia a funk¢na validacia. To zahffia anotaciu génu na sekvenénej
a proteinovej urovni, ¢o sa prevadza porovnanim sekvencii s uz predtym charakterizovanymi
sekvenciami z réznych databaz. K overeniu funkcie su vyuzivané metody génového

inzinierstva (Cermak et al., 2017).

3.3.1 Mapovacie populacie

Nevyhnutnou sucastou genetického mapovania si mapovacie populdcie. Pri vytvoreni
mapovacej populdcie je podstatny vyber rodicov, ktori st fenotypovo odlisni (kontrastni)
avidealnom pripade homozygotni pre sledovany znak. U samoopelivych druhov s
najcastejSie vyuzivané F» mapovacie populacie, rekombinantné inbredné linie (RIL),
populécie dihaploidnych linii (DH) alebo populécie spétnych krizencov (BC) (Burr et al.,
1988; He et al., 2001; Doerge, 2002).
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Najjednoduch$im typom mapovacich populacii je populacia F> v zAvislosti
na jej jednoduchej konstrukcii a kratkom c¢ase produkcie. F2 populacie sa vyvijaju
samoopelenim hybridov Fi, ktori st odvodeni krizenim dvoch homozygotnych rodi¢ov.
Potomstvo Fi generdcie je tak genotypovo uniformné - heterozygotné. Potomkovia
F2 generacie su vysledkom meidzy, pocCas ktorej dochadza k rekombindcii genetickej
informéacie (Obr. 6). Z populécie F2 sa pomocou systému kodominantnych markerov (mozné
rozliSenie homozygotného a heterozygotného jedinca) ziskaju maximalne genetické

informécie.

Vo Vo

ST

Obr. 6: Princip konstrukcie F> populacie. Krizenim dvoch homozygotnych rodi¢ov (A a B),

ktori salisia v sledovanom znaku, vznikd heterozygotné Fi potomstvo. Nasleduje samoopelenie

F1 generacie, ktorého vysledkom st rekombinovani jedinci F, generacie. (Upravené podla Zhang,2012).

Rekombinantné inbredné linie (Recombinant Inbred Lines, RIL; Obr.7) su
homozygotnymi potomkami, ktori vznikli niekolkondsobnym samoopelovanim jedincov
Z F2 generacie. Tieto linie su Casto oznaCované ako single-seed descent lines, pretoze jedno
semeno kazdej linie je zakladom pre d’alSiu generaciu. K tvorbe RIL populédcie je nutnych
Sest az osem generacii (Fs —Fg). Opakovanym samoopelovanim dochadza k zvySeniu
mnozstva rekombinacii, a tak k rozliSeniu markerov spojenych silnejSou vizbou (Velmurugan
et al., 2018).

K vytvoreniu populacie DH dochddza zdvojnasobenim chromozoémov gamét
z Fyrastlin. Vyhodou DH populécie je ziskanie Uplne homozygotnych linii odvodenych
z hybridov ato v jednej generécii. Tato moznost’ je vyhodnd u samoopelivych druhov pre

zvysenie efektivity produkcie kultivarov (Velmurugan et al., 2018).
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Obr. 7: Princip konStrukcie rekombinantnej inbrednej linie (RIL). Vysledkom

rekombina¢nych udalosti v meidze F; sU jedinci F, generacie. Nasledne prebicha samoopelovanie vybranych
F, linii, ¢o vedie k vytvoreniu populacie Fs;. Opakovanim tohto procesu vznikd gendm s vicsinou alel
fixovanych (Upravené podl'a Wilson,2000).

Populacia spitnych kriZencov (Backcross Populations, BC; Obr. 8) vznika spatnym
krizenim F1generacie a vyuziva sa pre analyzu Specifického DNA fragmentu nachadzajiiceho
sa Uujedného zrodicov (donor) na genetickom pozadi druhého rodi¢a (recipient).
Heterozygotny jedinec F1 generacie je niekolkokrat spitne krizeny s recipientnym rodicom.
Spétné krizenie s recipientnym rodi¢om znizuje podiel genému donorového rodica
(Schneider, 2005). Ak dochadza k opakovanej selekcii spiatnym krizenim po dobu Siestich
generacii, viac ako 99 % gendmu a vyssSie bude odvodenych z recipientného rodica (Babu
et al., 2004). Takéto linie sa nazyvaju takmer izogénne linie (Near Isogenic Lines, NILs) a

su Casto generované Slachtite'mi rastlin (Tanksley et al., 1995).

> x « l I Rodi¢ovska generacia
d

Recipientny rodi¢ (R) y Donorovy rodié (D)

x I % ' F1 generacia
? &g g
/ F, hybrid \
| I 1 . I 1 B .
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| | | ;
| I I !
1 2 3 “ L 1 2 3 4 |
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Potomstvo Rx F1 Potomstvo D x F1

Obr. 8: Princip konStrukcie BC populacie. Spitné krizenie F: generacie s rekurentnym

a donorovym rodi¢om. (Upravené podl'a Sederoft, 2003).
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Vyhodou populéacii RIL, NIL a DH je ich trvalost’, nakol’ko sa jedna o homozygotné
linie reprodukovatelné bez genetickych zmien a s vykonnymi nastrojmi na detekciu QTL
(Haley a Andersson, 1997). Naopak populdcie F. sU docasné, pretoze nie je mozZné

ich neobmedzené mnozenie v dosledku vysokej heterozygotnosti.

3.3.2. Markery pre genetické mapovanie

Pre mapovanie znakov a konstrukciu genetickej mapy je potrebna genotypizacia vSetkych
jedincov mapovacej populacie. NajpouZzivanejSimi markermi s markery detekujice
polymorfizmus na Grovni DNA, kde dochadza napr. kinzercii alebo delécii, pripadne
k mutéciam, ktoré vedu k tvorbe alebo zaniku restrik¢nych miest. Podstatou genotypovania
je porovnanie sekvencii DNA a detekcia rozdielov, ktoré st désledkom tychto genetickych
zmien. Genotypovanim sa ziskaji genetické markery potrebné ku konsStrukcii genetickej
mapy, ktora sa spolu s idajmi z fenotypovania pouZziva na mapovanie pozadovaného znaku.

V sucasnej dobe sa ku genotypovaniu vyuzivaju vysokokapacitné markerové systémy,
ktoré umoziuji analyzu niekol’ko stoviek tisic polymorfnych lokusov, pokryvajice
rovnomerne cely gendm, v jednej analyze. St zaloZené na sekvenovani novej generacie (next
generation sequencing, NGS), kedy najbeznej$im typom polymorfizmu je jednonukleotidovy
polymorfizmus (single-nucleotide polymorphism, SNP). Jednonukleotidovy polymorfizmus
predstavuje zmenu v jedinom nukleotide, ktora sa vyskytuje v $pecifickej pozicii v gendome
medzi  jednotlivcami. Medzi najpouzivanejsie vysokokapacitné technologie
patria napr. RAD-seq (Miller et al., 2007), DArTseq (Kilian et al., 2012) alebo GBS
(Elshire et al., 2011). Vsetky ticto genotypovacie platformy umozZiuju genotypovanie
vSetkych jedincov mapovacej populdcie na vel'ké mnozstvo markerov a st preto vyuzivané
Vv prvej faze genetického mapovania pre konstrukciu genetickej mapy.

K saturacii detegovanej oblasti sa vyuzivaji najcastejSie markery zalozené na PCR.
Ich odvodzovanie je zavislé na individualnom pristupe. Patri sem napr. SSR (simple sequence
repeat) markery, ktorych zdkladom su tandemové repeticie niekol'konukleotidovych motivov
(Chin et al., 1996); CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) markery zaloZené
na restrikénom Stiepeni amplifikovanych usekov (Shavrukov, 2016); alebo markery, ktoré
vyuzivaji dizkovy polymorfizmus amplifikovanych fragmentov spdsobeny inzerciou alebo

deléciou (Jain et al., 2019).

27



3.3.3. Genetické mapy a ich konstrukcia

Genetické mapy udavaju poradie markerov na chromozoéme. Ich vzdialenost’ je vyjadrena
v centiMorganoch (cM) a odraza frekvenciu rekombinacie medzi tymito markermi, kedy
pravdepodobnost’ 1% vyskytu rekombinacii medzi dvoma markermi v potomstve odpoveda
1 cM. Genetickd mapa udava len relativnu vzdialenost’ medzi markermi na chromozdme
a ich vzdialenosti nezodpovedaju skutoénym vzdialenostiam vyjadrenych v paroch baz (base
pair, bp), ktoré udavaju fyzické mapy.

Pravdepodobnost’, ¢i ddjde k rekombinacii medzi dvoma Usekmi na chromozéme,
vSeobecne zavisi na ich fyzickej vzdialenosti. Ak sa dva markery na chromozéme nachadzaja
v blizkej vzdialenosti, pravdepodobnost’ vzniku rekombinacii medzi nimi je velmi nizka.
Takéto markery kosegreguju spolu do rovnakych gamet. Naopak so zvySujucou
sa vzdialenostou medzi markermi sa pravdepodobnost’ vzniku vzdjomnych rekombinacii
zvysuje, a tym aj ich oddelenie po prechode meiotickym delenim.

Vypocet vzdialenosti medzi dvoma markermi je urceny ich vzadjomnou rekombinacnou
frekvenciou prostrednictvom tdajov z mapovacich populacii. Analyza sa prevadza Statisticky
za pouzitia pravdepodobnostnych rovnic (Morton, 1955). Na prevod rekombinacnej
frekvencie do vzdialenosti v ¢cM sa pouzivaju funkcie genetického mapovania, ako Haldanova
funkcia (Haldane, 1919) alebo funkcia podl'a Kosambiho (Kosambi, 1943).

V stcasnosti sa na mapovanie genetickych védzieb pouzivaju pocitacové programy
ako JoinMap (Stam,1993a), GMENDEL (Echt et al., 1992), LINKAGE (Suiter et al., 1983)
alebo MultiPoint (Ronin et al., 2017).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material
4.1.1 Biologicky material

4.1.1.1. Rastlinny materiél

Dve F, mapovacie populacie pripravené Mgr. Evou Jandkovou, Ph. D. krizenim kontrastnych
rodiCov pre rezistenciu k mucnatke travovej. Rezistentna linia GZ1 (T. turgidum subsp.
dicoccum) bola krizena s citlivou liniou EBL (T. turgidum subsp. dicoccum). Vysledna
mapovacia populdcia s oznaenim GZIXEBL pozostavala zo 125 jedincov. Verifika¢na
mapovacia populacia, obsahujica 151 jedincov, bola pripravena krizenim linie GZ1 a DIM25
(T. turgidum subsp. dicoccum).

Jarna rezistentna linia pSenice dvojzrnovej GZ1 bola zozbierand v Sobotisti na Myjave
v Slovenskej republike aposkytnutd Ing. Stefanom Masarom. Zimna linia EBL
(Eichenbarlebener) bola ziskana z Institatu pre $lachtenie a aklimatizaciu rastlin (IHAR,
Radzikéw, Pol'sko) ajarnd linia DIM25 (PI194633) z Ministerstva pol'nohospodarstva
Spojenych §tatov americkych (Beltsville, MD, USA). Specifika pouZitého rastlinného

materidlu znazornuje Tab. 1.

Tab. 1: Rastlinny material pouzity pre genetické mapovanie.

Material GB kod Taxondmia Typ
Gz1 DIM140 T. turgidum subsp. jarny
dicoccum
EBL Eichenbarlebener T turgldum subsp. zimny
dicoccum
DIM25 Pl 94633 T t“gg'd“m subsp. jarny
icoccum

4.1.1.2. Material Blumeria graminis

Pre fenotypovanie boli pouzité izolaty A17, A24 a A3ab Blumeria graminis (DC) E.O. Speer
f. sp. tritici (Bgt). Tieto izolaty boli vybrané nazédklade ich infekénej agresivity,
t.J. od najkratSieho Casu inokulacie sporami rastlinného materialu po tvorbu konidiofor.
Vsetky izolaty pochadzaji zo zbierky Bgt Vyskumného Ustavu rastlinnej vyroby

v Piest’anoch.
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4.1.2 Chemikalie, supravy
4.1.2.1 Chemikalie

e 2 U-ul'Taq polymerdza (New England BioLabs, kat. ¢. M0273E)

e 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva, kat. ¢. 2873901)

e 40% roztok akrylamid/bisakrylamid 19:1 (Serva, kat. ¢. 1067903)

e agar (HiMedia, kat. ¢. 9002-18-0)

e benzimidazol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 821956)

e cthidium bromid (Serva, kat. €. 2125101)

e etyléndiamintetraoctan sédny dihydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)

e GeneRuler 100 bp+ DNA molekularny marker (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.
SM0242)

e chlorid draselny (Lach-ner, kat. ¢. 7447-40-7)

e chlorid hore¢naty hexahydrat (Lach-Ner, kat. ¢. 30080-AP0-G1000-1)

e kyselina borita (Lach-ner, kat. ¢. 10043-35-3)

e MgCl: (Lach-Ner, kat. ¢. 30080-AP0-G1000-1)

e N,N,N’,N’-tetrametyletyléndiamin (TEMED; Serva, kat. ¢. 3593002)

e nukleotidy, 100 mmol-I*dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR, kat. & 733-1855)

e primery (Eurofins Genomics)

o redestilovana voda

e restrikéné enzymy (New England BioLabs)

e Tris-HCI, pH = 8,2 (Roche, kat. ¢. 1185-53-1)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 9036-19-5)

4.1.2.2 Kity

e Agencourt Gen Find v3 (Beckman Coulter, kat. ¢. C34880)
e NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770.250)

4.1.2.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

e Aparatdra pre vertikdlnu gélova elektroforézu, C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific,
USA)

e Centrifiga Mega Star 600R (VWR)

e Centrifaga, MiniStar Silverline (VWR; Radnor, USA)
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e Centriflga, Plate Fuge Micro Centrifuge (Benchmark Scientific; Edison, USA)
e Digitalne predvazky, Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; Tokio, JAP)

e NanoDrop (ND1000 spectrophotometer, Thermo Scientific, USA)

e Robot, Biomek NXP (Beckman Coulter; Brea, USA)

e Termocyklér, C-1000 Touch (Bio-Rad; Hercules, USA)

e Trepacka, Reax Control (Heidolph Instruments; Schwabach, DEU)

e UV transiluminator, InGenius (Syngene; Bengaldru, IND)

e Vodny kapel’ (J 18 BAIN UNIV, Thermo Electron Industries SAS)

e Zdroj MP-300V (Major Science; Saratoga, USA)

4.1.3 PouZzité roztoky

e 10x PCR pufor s MgCl>

o 100 mmol-I* Tris-HCI, pH = 8,2 (Roche, kat. ¢. 1185-53-1)

o 500 mmol-I* chlorid draselny (Lach-ner, kat. &. 7447-40-7)

o 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. &. 9036-19-5)
o 15 mmnol-I* MgCl, (Lach-Ner, kat. ¢. 30080-AP0-G1000-1)

e 5x Cresol Red
o 0,01 % o-kresolova Cerven (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 1733-12-6)
o 1,5% sacharédza (Lach-ner, kat. ¢. 57-50-1)

Polyakrylamidovy 3,5% gél

e 3,5% akrylamid: bisakrylamid
e 0,073% (v/iv) TEMED

e 0,066% (w/v) APS

e 0,5x TBE pufor

= 5x TBE pufor:
o 450 mmol-I"*Tris

o 450 mmol-I"tkyselina borita
o 450 mmol-I*EDTA, pH =8,0
= 0,5x TBE pufor:

o 45 mmol-I*Tris

o 45 mmol-I* kyselina borita
o 1mmol-ITEDTA, pH =8,0
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4.2. Pouzité metody

4.2.1 Mendelizacia znaku a rozsirenie mapovacej populacie

Zameranim tejto bakalarskej prace bolo z(zenie oblasti lokusu QPmM.GZ1-2A. Nutnostou
je ziskanie ¢o najvd¢Sieho poctu linii s rekombinaciami v danej oblasti. Nakol'ko je znak
podmieneny dvomi lokusmi, bola prevedend ,mendelizdcia® lokusu QPm.GZ1-2A.
Ciel'om mendelizacie bolo ziskat' linie, ktorych rezistencia bola podmienena len lokusom
QPm.GZ1-2A. Na zaklade toho boli vysadené F» rekombinantné alebo heterozygotné linie
lokusu QPm.GZ1-2A, ktoré boli zaroven homozygotne recesivne v lokuse QPm.GZ1-7A.
Pokial’ boli rekombinantné linie heterozygotné pre QPm.GZ1-7A lokus, boli v naslednej
generacii vybrané linie homozygotne recesivne. Pre vyber tychto linii boli v oblasti lokusu
QPm.GZ1-7A navrhnuté molekularne markery.

4.2.2 l1zolacia DNA

DNA bola izolovana z listovych segmentov odoberanych z priblizne 3 tyzdne starych rastlin
vysusenych pri teplote 37 °C po dobu najmenej 24 hodin. VysuSené listové segmenty boli
homogenizované s dvomi sklenenymi gulickami (5 mm) pri 27 Hz po dobu 4 minut. DNA
izolacia vSetkych jedincov bola prevedena kitom Agencourt GenFind v3 v 96-jamkovych
dostickach podla IvaniGovej et al. (2016) pomocou robota Biomek NXP. DNA izolacia
selektovanych linii bola prevedend pomocou kitu NucleoSpin® Plant 11 (Macherey Nagel,
Diiren, Nemecko) podl'a prilozeného originadlneho pracovného navodu. DNA koncentracia
bola stanovena spektrofotometrom NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA).

4.2.3 Vyvoj molekularnych markerov

Vyvoj molekularnych markerov bol ulah¢eny vdaka sekvenovaniu chromozéomu 2A a 7A
rodi¢ovskych linii. Triedenie chromozomov, sekvenovanie a spracovanie dat bolo prevedené
laboratériom Centra Struktirnej a funkénej genomiky Ustavu experimentalnej botaniky
AV CR. Ziskané sekvencie vo forme scaffoldov boli vyuzité pre odvodzovanie novych

DNA markerov.
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K navrhovaniu markerov bola vyuzitd pozicia anotovanych génov referencnej
sekvencie cv. Zavitan (Avni et al., 2017), kedy bola sekvencia vybraného génu porovnana
so sekvenciami rodi¢ovskych linii pomocou softwaru blastn (Altschul et al., 1990)
a identifikované scaffoldy boli porovnané medzi sebou. Pri navrhovani markerov bol
uprednostiiovany dizkovy polymorfizmus, v pripade jeho nepritomnosti boli navrhnuté CAPS
markery. Po uréeni sekvencie s dizkovym polymorfizmom alebo s vhodnym Stiepnym
miestom boli v Casti sekvencie navrhnuté primery pomocou programu Primer3 Input

(https://primer3.ut.ee/ ). V pripade CAPS markerov boli pomocou programu CAPS designer

(https://sgn.cornell.edu/tools/caps_designer/caps_input.pl ) navrhnuté vhodné restrikéné

enzymy, ktoré Stiepia sekvenciu v konkrétnom mieste. Markery boli navrhnuté vzdy tak, aby

boli polymorfné v oboch populéciéch.

4.2.4 Polymerazova ret’azova reakcia a restrik¢né Stiepenie

PCR reakcia bola prevedena vobjeme 20 ul v96-jamkovych dosti¢kach
(VWR; Radnor, USA). Zlozky reakcie znazoriuje Tab. 2. Teplotny program PCR reakcie

je znazorneny v Tab. 3.

Tab. 2: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi.

Zlozka PCR reakénej zmesi ~ Koncentracia v reakcii  Objem na 1 reakciu [ul]

5x Cresol red 1x 4
10x PCR pufor (s MgCly) 1x 2
10 pmol-I* forward (F)primer 1 umol-I? 2
10 pmol-Itreverse (R)primer 1 umol-I? 2
100 mmol-I*dNTPs 200 mmol- I 0,4
~2 U/ul Tag polymeraza 0,8U 0,4
destilovana voda - -
DNA 10 ng-pl? -
Celkovy objem 20
Tab. 3: Teplotny priebeh PCR reakcie.
Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Denaturacia 95 5 min 1
Denaturacia 95 30s
Amplifikicia ~ \asadanie 60 30's 40
primerov
Elongacia 72 30s
Zaverecna elongacia 72 10 min 1
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Markery navrhnuté ako CAPS boli amplifikované PCR metdédou pomocou
Specifickych primerov a nasledne Stiepené restrikénou endonukledzou za vhodnych
podmienok podl'a vyrobcu. PCR produkty alebo produkty Stiepenia boli nasledne separované

elektroforézou.

4.2.5 Elektroforeticka separacia produktov

Elektroforeticka separacia PCR produktov a produktov restrikéného
Stiepenia bola prevedena v 3,5% polyakrylamidovom géle s hribkou 1 mm s pouzitim
vertikalnej aparatary (C.B.S. Scientific, USA). Jedno z0 skiel bolo
pred zostavovanim aparatdry silanizované 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octovej
v 96% ethanole s 3 ul/ml 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu, vdaka ¢omu PAA gél
pril'nul na silanizované sklo.

Polyakrylamidovy gél bol pripraveny zmieSanim latok uvedenych v kapitole 4.1.3.
Medzi skl& bola naliata zmes, nasledovalo nasadenie hrebienka k vytvoreniu jamiek v géle.
Gél bol polymerizovany po dobu 45 min, potom bol odstraneny hrebienok a skla boli vlozené
do aparatlry. Priestory katody aanddy v aparatdre boli naplnené 0,5x koncentrovanym
roztokom pufru TBE. Do pufru bolo v priestore anody pridanych 50 ul 10% roztoku ethidium
bromidu. Nasledne doslo k nasyteniu gélu ethidium bromidom prostrednictvom spustenia
tzv. “prerunu” po dobu 1 hodinu pri napéti 300 V. "Pre run” je tiez dolezity pre odstranenie
ionov, ktoré zostali v géle z kroku polymerizacie a pre zniZenie zahrievania gélov.

Do jednotlivych jamiek na géle bolo nanesenych 5 ul vzoriek DNA PCR
produktov, v pripade vzorieck DNA Stiepnych produktov bolo pipetovanych 8 ul. Do prvej
jamky bol naneseny velkostny marker 100bp Plus DNA Ladder o objeme 5 ul. Separécia
produktov prebiehala pri napéti 350 V, priCom ¢asové trvanie separacie zaviselo od velkosti
produktov konkrétneho markeru. Vizualizacia produktov bola uskutoénena pomocou

UV transluminatoru a gél bol vyfotografovany.
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4.2.6 Fenotypovanie

Fenotypovanie bolo prevedené na Prirodovedeckej fakulte — Univerzity Komenského
v Bratislave v spolupréaci sp. doc. RNDr. Svecom, CSc. Izolity Al7, A23 a A3ab
Blumeria graminis f. sp. tritici tu sa p. doc. RNDr. Svecom, CSc. udrzované za vhodnych
podmienok pre ucely fenotypovania.

Pre analyzu rezistencie k Bgt izolatom, ktoré spdsobuju ochorenie muénatku, bolo
v laboratérnych podmienkach v plastovych kvetinaCoch plnenych raSelinou pestovanych
cca 20 jedincov z kazdej linie. Po 10 diioch boli primarne listky nasekané na segmenty
o dizke 2.5 cm a uloZené do Petriho misiek naplnenych 0,5% agarovym médiom obsahujice
862 mg- It benzimidazolu. Nasledne boli spdry izolatov A17, A23 a A3ab vyfiknuté pomocou
injek¢nej striekacky s gumenou hadicou do oc¢kovacej veze, v ktorej sa nachadzala Petriho
miska s listovymi segmentmi jednej linie. Tieto segmenty boli inkubované v rastovej komore
po dobu 13 dni za neustaleho svetla 800 luxov pri teplote 18 — 20 °C. Potom nasledovalo
vyhodnotenie reakcie rastliny na micnatku.

Ak boli v rdmci jedného pozorovania vSetky rastliny pokryt¢ mucnatkou, fenotyp
bol hodnoteny ako nachylny. Naopak, fenotyp bol hodnoteny ako rezistentny vtedy, ak vSetky
rastliny v ramci jedného pozorovania neboli infikované mucnatkou. Rastliny, u ktorych nebol

fenotyp jednoznac¢ne detekovatel'ny, neboli hodnotené.

4.2.7 ldentifikacia kandidatnych génov

Identifikacia kandidatnych génov bola uskutocnend fyzickym ukotvenim zuZenej oblasti
na referenéni  sekvenciu cv. Zavitan (Avnietal., 2017) pomocou softwaru blastn
(Altschul et al., 1990). Pre ukotvenie boli pouzité sekvencie hrani¢nych markerov owm2016
a owm2028 danej oblasti (Tab. 4).

Tab. 4: Hraniéné markery pouzité pre ukotvenie oblasti rezistentného lokusu QPm.GZ1-2A

k referen¢nej sekvencii cv. Zavitan.

Marker Sekvencia

owm2016 CACATCCGATTTGTCGTCAGGTGTGCTCTGTCAGGGGTATGTGTTTGAGTGCCTACACGTTGAAT
CATTCTGTTGTGTATGAGTGATGGAGTGTACTTGCAGAATTAGTGG

owm2028 AAGAGGTAGCACACGGATGGGGTAGATCATGGACGAACAGGTGATCAATCCAATCGTGCGTGA
GATCAGAGAGACCGCTTGGTGATGAAGGGGCCGAGACACGGAGGCTCCGCCCGAACAAACGCA
TGCATG
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5VYSLEDKY

5.1 Mendelizacia znaku arozSirenie mapovacej
populéacie

Bolo vysadenych 16 rekombinantnych a 368 heterozygotnych F- linii v lokuse QPm.GZ1-2A.
Linie boli genotypované hrani¢énymi markermi owm2016 a owm2037 (Tab. 6). Pre vyber
homozygotne recesivnych linii v lokuse QPm.GZ1-7A boli pouzité markery owm2041
a owm2045 (Tab. 5). Z 16 rekombinantnych linii bolo ziskanych 8 linii v mendelizovanom
stave. Tieto linie boli nésledne fenotypované pre rezistenciu. Mapovacia populacia bolo

zvac¢Sena o 368 heterozygotnych linii, z ktorych bolo ziskanych 49 rekombinantov.

Tab. 5: Markery navrhnuté do oblasti QPm.GZ1-7A pre mendelizaciu znaku.

Marker Forward primer (5'—3') Reverse primer (5'—3") Ta(°C) Type!
owm2041 CTCGTCTTAAAGTGCGCTCC TTCCACCGTATCTCTCGCTC 60 CAPS (Nsil)
owm2045 GCGTTACTCCCACCCTTTTC TTCTTGCCACAACACCTTCG 60 CAPS (Bsll)

5.2 Molekularne markery lokusu QPm.GZ1-2A

Pre zahustenie lokusu QPm.GZ1-2A bolo navrhnutych 47 markerov zaloZenych na PCR.
Z tohto poctu bolo 33 markerov vyradenych, pretoze dochadzalo k tvorbe nespecifickych
produktov alebo neboli polymorfné. Zvysnych 14 markerov vykazovalo bud dizkovy
polymorfizmus alebo jednonukleotidovy polymorfizmus. Podrobné Specifikdcie primerov

danych markerov st uvedené v Tab. 6.
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Tab. 6: Specifikdcia primerov jednotlivych markerov navrhnutych do oblasti lokusu

QPmM.GZ1-2A.

Marker Forward primer (5'=>3') Reverse primer (5'->3') Ta (°C) Type?
owm2005  TGACTCATGGCATGGCACACGT AAAAGTCATTACCATCAACTG 60 CAPS (Mlul, BstUl)
owm2016? CACATCCGATTTGTCGTCAG CCACTAATTCTGCAAGTACACTCC 60 CAPS(Bsml)
owm2023  GACCTCTCGACGGTGGATAA TTTTAAAAATCATGCAAGAAATAAGAG 60 CAPS (Haelll)
owm2026 CCCTGAAGGGAGGGAACTT ATCGAAGGGACCCTCTGTCT 60 CAPS(BsmaAl)
owm2027 ACATTGGTGAAGCATGCAGA TGAGGCTGTCAGATGGTGTC 60 CAPS (Alul)
owm2028 AAGAGGTAGCACACGGATGG CATGCATGCGTTTGTTCG 60 CAPS (Hhal)
owm2033 CGTCTGCTGGATTTAGCATT GAGCAAACATGCCGAACAC 60 CAPS (Nlalll)
owm2034 ATCTGATGGAGTCCGTGGG TGGCCGGCTAAAGAAAGTTG 60 CAPS (Rsal)
owm20372 CAGCCTCCATTGTTGCAAGA ACGGGGACTATGGCTTGTAG 60 CAPS(Alul)
owm2063 CATGAGTCGACAGTGCGTG TCTGGGTGAGTAGATTTCTGC 60 INDEL(4 bp)
owm2066  TGCCGCACATTTTATAGACACC ACCTCCAATGGCATCGAGAA 60 CAPS (Sacll)
owm2067 TGGAGATGCAGTGGGACTTT TGAAGGGTTGGGAGTGGAAA 60 CAPS (Rsal)
owm2077 GGATGAAGAAGGCGCTCAAG GAATGACAGCGTGTGGGATC 60 INDEL (14 bp)
owm2079 CACATGGAAGGGAACACTGC GCACATTTCAGTTTGCCACC 60 CAPS(BstNI)

1-Restrikéné enzymy pouzité pre detekciu polymorfizmu st uvedené v zatvorke

2- Hrani¢né markery pouzité ku genotypovaniu

5.3 Fenotypovanie rekombinantnych linii

V oblasti

v mendelizovanom

lokusu

stave. Pre

QPm.GZ1-2A bolo

ucely fenotypovania

identifikovanych 8
boli

tieto

rekombinantnych  linii

linie prevedené

do homozygotného stavu a inokulované izolatmi Blumeria graminis A17, A23 a A3ab.

U linii 30-10, 212-9, 229-7 a283-1 doslo ktvorbe kolonii aboli vyhodnotené
ako nachylné (Obr. 9). Linia 252-1 bola rezistentnd, nakolko nedoslo k tvorbe kolonii
(Obr. 9). V pripade linii 211-3, 219-3 a 258-8 doslo pravdepodobne ku kontaminécii hubou

Aspergillus a fenotyp tak nebolo mozné hodnotit’.
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Linia 30-10

Linia 252-1 Linia 283-1

Obr. 9: Fenotypova reakcia rekombinantnych linii na izolaty muc¢natky A17, A23

a A3ab. Nakazdom obrazku prva rada (horizontalna) predstavuje dva segmenty nachylnej linie

DIM25 a dva segmenty odolnej linie GZ1. Nasledujici segmenty predstavujd 10 jedincov Fs generacie
rodicovskej linie 30-10 (A), 20 jedincov Fs generacie rodi¢ovskej linie 212-9 (B), 23 jedincov F4 generacie
rodicovskej linie 229-7 (C), 12 jedincov F. generacie rodi¢ovskej linie 252-1 (D) a 9 jedincov F4 generacie
rodicovskej linie 283-1 (E). Kazdy jedinec jednotlivych linii je reprezentovany 2 — 3 segmentmi listov. Fenotyp
s koloniami muénatky vykazovali linie 30-10, 212-9, 229-7 a 283-1, ktoré boli vyhodnotené ako néachyiné.
Koldnie neboli pritomné u linie 252-1, ktora bola vyhodnotena ako rezistentna.

5.4 Saturacia QPm.GZ12-A a identifikacia
kandidatnych génov

Lokus QPm.GZ1-2A bol saturovany 14 markermi a spolo¢ne s fenotypmi rekombinantnych
linii bolo miesto rezistencie vymedzené medzi markermi owm2016 a owm2028 (Tab.7)
a rekombinéciami linii 30-10 a 229-7 a 283-1 (Tab. 7). Tieto markery v referenénej sekvencii
cv. Zavitan vymedzuju oblast’ 5,08 Mb (697 583 175 — 702 660 930 ) ktora obsahuje 60
anotovanych génov. Tri z tychto génov maji znamy vzt'ah k rezistencii.
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Tab. 7: Saturécia lokusu QPm.GZ1-2A novymi markermi u rekombinantnych linii

Rekombinantné linie GZ1xDIM25

. Pm.GZ1-2A
Marker Pozicia v ZA ov. ve(lg’kost’ lokusu v
Zavitanu 30-10 212-9 229-7 252-1 283-1 .y Zavitan (Mb)
owm?2016 697 583 175 B B
owm?2077 698 517 294 B B B B
owm2079 698 521 598 B B B B
owm2063 698 545 240 B B B B 508
owm2066 699 073 021 B B B B !
QPmM.GZ1-2A B B B B
owm2067 699 330 661 B B B B
owm2005 699 777 984 B B B B
owm?2028 702 660 930 B B B
owm?2027 703 331 111 B B B
owm?2033 704 275 286 B B B
owm2026 707 348 654 B B
owm2023 710 057 337 B B
owm2034 710 234 085 B B
owm2037 711 885 472 B B

A —GZ1 alela; B - DIM25 alela



6 DISKUSIA

V tetraploidnej linii GZ1 (Triticum turgidum subsp. dicoccum) bol identifikovany lokus
QPm.GZ1-2A s Uplnou a rasovo nespecifickou rezistenciou k Blumeria graminis (DC) E.O.
Speer f. sp. tritici v homozygotne recesivhom usporiadani. Takyto typ rezistencie je vel'mi
vzacny, pretoze vicSina génov rezistencie je kédovand dominantnymi R-génmi, ktoré
sa riadia podl'a konceptu gén-proti-génu (Flor, 1971) a poskytuju tak rezistenciu voéi jednej
alebo niekol’ko rasam (rasovo Specifickd rezistencia). Rasovo neSpecificka rezistencia, u¢inna
proti Sirokému spektru ras, je vic¢Sinou podmienena niekol’kymi génmi (Vanderplank, 1963).
Moze byt vSak poskytovana tiez major génmi, ako je tomu Vv pripade jaémenného génu Mlo
(Buschges et al., 1997). Bolo preukazané, ze strata funkcie oboch alel génu Mlo
ma za nasledok homozygotne recesivnu rasovo neSpecificki rezistenciu vo vsetkych
vyvojovych §tadiach (Jorgensen, 1992). Podobnéd reakcia vo¢i mucnatke bola pozorovana
aj v pripade tetraploidnych hybridov GZ1, ¢o by mohlo znamenat’, Ze sa jedna o rovnaky gén.
Avsak gén Mlo bol mapovany na chromozome 4H (Simons et al., 1997), ktory nie je synténny
s QPm.GZ1-2A lokusom. Homology ja¢menného génu Mlo boli v hexaploidnej pSenici
T. aestivum identifikované na chromozomoch 5AL, 4BL a 4DL (Elliott et al., 2002), kedy
je naviac pre dosiahnutie rezistencie nutny knock-out vsetkych alel naraz (Wang et al., 2014).
To je velky rozdiel od GZ1, kde je rezistencia vysledkom recesivnej mutacie jedného génu.
Mlo rezistenciu okrem iného charakterizuje spontanna smrt’” mezofylovych buniek, ¢o moze
niekedy viest’ k nekrdze listov a k strate vynosu (Bayles et al., 1990, Peterhédnsel et al., 1997,
Piffanelli et al., 2002; Makepeace et al., 2007). V pripade GZ1 neboli pozorované nekrotické
Skvrny na listoch, o naznacuje iny mechanizmus rezistencie.

Lokus QPm.GZ1-2A bol saturovany 14 markermi a spolo¢ne s fenotypmi 6smich
homozygotnych rekombinantnych linii bol lokus vymedzeny medzi markermi owm2016
a owm2028 (Tab. 6). Tymto bol lokus QPm.GZ1-2A s povodnou dizkou 22,7 Mb zizeny
na 5,08 Mb. Na chromozome 2AL bolo doteraz identifikovanych osem génov spdsobujucich
odolnost’ vo¢i muénatke. Radia sa sem gény PmPS5A (Zhuet al., 2005), PmLK906
(Niu et al., 2008), PmYm66 (Hu et al., 2008), Pm50 (Mohler etal., 2013), PmHNK54
(Xu et al., 2011), pmX (Fu et al., 2013) a PmHo (Komaromi et al., 2016); a multialelicky
Pm4, ktory pozostava zo Styroch alel rezistencie Pm4a, Pm4b, Pm4c a Pm4d (The et al.,
1979; Hao et al., 2008; Schmolke et al., 2011). Analyzou genémovych pozicii vsetkych
tychto génov s poziciou QPm.GZ1-2A sa zistilo, Ze iba gén PmHNK54 (Xu et al., 2011)
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mapoval do rovnakej oblasti (Obr. 10). QPm.GZ1-2A je vsak od tohto génu odli$ny, nakol’ko
rezistencia podmienena PmHNK54 génom je kddovand dominantne (Xu et al., 2011)

a rezistencia podmienend QPm.GZ1-2A je k6dovana recesivne.

S
$ 7
o2

2A [l

\ 5 o
55 NLENPRY el
btﬂ"ﬂ@ o 5% WQ\Q:(%@“Q ’

OPm.GZ1-24

(—
PmHNK54

Obr. 10: Pozicie géenu PmHNK54 a QPm.GZ1-2A lokusov. Pozicie lokusov su odvodené
z referen¢énej sekvencie cv. Zavitan (Avni et al., 2017). Lokus QPm.GZ1-2A (zeleny pruh) je ohranieny
markermi owm2016 a owm2028 (zelené) a Ciastotne sa prekryva s lokusom PmHNKS54. Lokus PmHNK54
(modry pruh) je ohrani¢eny markermi xbarc5 a xgwm312 (modré; Xu et al., 2011). Lokus QPm.GZ1-2A
a PmMHNKS54 zdiel'aju priblizne 5,08 Mb z celkovej 31 Mb oblasti PmHNK54. Avsak PmHNK54 podmieiiuje

rezistenciu dominantne, ¢im sa lisi od recesivneho QPm.GZ1-2A.

V oblasti lokusu QPm.GZ1-2A (5,08 Mb) bolo identifikovanych 60 kandidatnych
génov. Tri z tychto génov kdduja proteiny s LRR (leucin-rich repeats) doménami. Domény
LRR st bezné proteinové domény typické pre R-gény, ktoré slizia ako receptory. Tieto
receptory su najcastejSie zapojené do rozpoznavania patogéna a naslednej signalizacie
k vyvolaniu obrannej reakcie rastliny. Nakol'ko sa v pripade génov rezistencie zapojenych do
signalnych drah véc¢sinou jedna o dominantné R-gény (Kourelis a van der Hoorn, 2018),
pravdepodobnost, ze QPm.GZ1-2A je jednym z nich, je mala.

Oblast’ QPm.GZ1-2A obsahuje stile vel'a kandidatnych génov na to, aby mohlo dojst’
k identifikacii konkrétneho génu. Preto je potrebné identifikovat’ nové rekombinacie v oblasti
QPm.GZ1-2A alokus QPm.GZ1-2A saturovat’ va¢S$im mnozstvom markerov. Mapovacia
populdcia bola preto rozsirena o 368 linii, ktoré poskytli 49 novych rekombinantov
vyuzitelnych pre presnejSic mapovanie QPm.GZ1-2A lokusu. Tieto vysledky poskytuju

idealnu zakladnu pre identifikaciu génu rezistencie v lokuse QPm.GZ1-2A.
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7 ZAVER

Predkladana bakalarska praca predstavuje vysoko-hustotné mapovanie lokusu QPm.GZ1-2A,
ktory podmiefiuje rasovo-nespecificki rezistenciu voci Blumeria graminis f. sp. tritici
v homozygotne-recesivnom usporiadani. Praca bola zamerand na zuzenie oblasti lokusu
QPm.GZ1-2A a identifiké&ciu kandidatnych génov.

Lokus QPm.GZ1-2A bol saturovany 14 markermi a spolo¢ne s fenotypmi 6smich
homozygotnych rekombinantnych linii bol lokus vymedzeny medzi markermi owm2016
a owm?2028. Lokus QPm.GZ1-2A s pdvodnou dizkou 22,7 Mb bol tak zazeny na 5,08 Mb.
V tejto oblasti bolo identifikovanych 60 kandidatnych génov. Tri z tychto génov maju vztah
k rezistencii, pretoze koduju proteiny s LRR doménami. Tieto domény su charakteristické
pre dominantné R-gény a je teda mala pravdepodobnost’, Ze by sa jednalo 0 nami skimany
geén, ktory je podmieneny recesivne.

Nakolko je 60 kandidatnych génov stale vel'a na to, aby mohlo dojst’ k identifikécii
konkrétneho génu, bola F> mapovacia populacia zvacsena o 368 heterozygotnych linii.
Z tychto linii bolo ziskanych 49 rekombinantov. Tieto rekombinantné linie budu vyuzité
pre d’alsie zazenie lokusu OPm.GZ1-2A. Doposial’ identifikované markery vSak poskytuju
vyborni zakladnu pre ich vyuzitic v §lachtitel'stve k tvorbe odolnych kultivarov voci

mucnatke.
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