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Souhrn

vvvvvv

plodiny. Podobné jako jiné zemédélské plodiny je napadana skéalou chorob, které zptisobuji
znacné ztraty na urod¢. Mezi nejvyznamnéjsi choroby patii padli travni zptisobené obligatné
biotrofni parazitickou houbou Blumeria graminis (DC) Speer f.sp. tritici, ztraty na vynosu
zpusobené timto parazitem mohou dosahovat az 30 %, proto je nutné Slechtit rezistentni
odrtdy.

Slechtitelské sili znaéné komplikuje velikost a struktura genomu T. aestivum L. Proto
se vyuziva blizce pfibuznych druhd s niz§im stupném ploidie. Jednim z vyuzivanych druht
pro subgenom A je pSenice jednozrnka T. monococcum L. Jednozrnka nebyla v minulosti
intenzivné Slechténa a stale vykazuje vysoky stupenn polymorfismu a jednd se tak o vhodny
zdroj novych genti a alel, které mohou byt vneseny do pSenice seté.

Tématem teoretické ¢asti prace je pohled na T. monococcum L. jako na predmét
zkoumani, na padli travni, geny rezistence pSenice proti tomuto $ktdci, piehled pouzivanych
markerovych technik v genetickém mapovani pSenice a konstrukce mapovacich populaci.
Experimentalni ¢ast prace se zabyva lokalizaci oblasti zodpovédné za rezistenci k padli

travnimu.



Summary

Bread wheat Triticum aestivum L. is one of the most important crops in the world.
Like every crop, bread wheat is attacked by a range of pathogens which cause significant
yield loss. One of the most devastating pathogen is Powdery Mildew which is caused
by obligatory biotrophic fungus Blumeria graminis (DC) Speer f.sp. tritici, yield losses may
reach up to 30 %. There is a need for breeding resistant cultivars.

Breeding efforts are complicated by size and complexity of T. aestivum L. genome.
This is a reason why close related species with a lower level of ploidy are used. One
of the species used for A subgenome is Einkorn wheat T. monococcum L. Einkorn has never
been intensively bred and it still keeps high level of polymorphism. So it is a sufficient source
of new gene and alleles for the bread wheat.

Theoretical part of this work is focused on T. monococcum L. as an object of interest,
powdery mildew, resistance genes in wheat, an overview of marker techniques used in wheat
genome mapping and construction of mapping populations. Experimental part of the work
focused on localization of the region responsible to powdery mildew resistance.
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1 Uvod

Hexaploidni pSenice seta Triticum aestivum L. patii celosvétoveé mezi nejvyznamnéjsi
zemedelské plodiny a poptavka po ni rok od roku stoupd spolecné s neustale se zvétsSujici
lidskou populaci. Obrovsky genom, ktery se sklada ptiblizné z 80 % z repetitivni DNA a tfi
subgenomu (A, B, D) znatné komplikuje Slechténi. Pozornost se tedy obraci na blizce
piibuzné druhy s nizsi ploidii, ty pfedstavuji zdroje variability pro ziskavani odolnéjSich
odrud. Jednim z vyuzivanych druhti je pSenice jednozrnka Triticum monocccum L., blizce
ptibuzna donoru subgenomu A Triticum urartu Tum. Jednozrnka je jediny kulturni diploidni
druh pSenice a vzhledem k tomu, ze nebyl béhem poslednich 10 000 let intenzivné §lechtén,
si stale zachovava vysoky stupen polymorfismu a je tak vhodny geneticky rezervoar

pro agronomicky vyznamné znaky.

Padli travni, choroba zplsobena obligatné biotrofni parazitickou houbou Blumeria
graminis patii mezi nejvyznamnéj$i patogeny napadajici obiloviny. Padli napada vSechny
nadzemni ¢asti rostlin a mize zpisobovat zna¢né ztraty na trodé. Efektivni strategii boje proti
padli je péstovani odolnych odriid a/nebo aplikace fungicidi. Slechténi odriid s jednogenovou
rezistenci vSak neptinasi dlouhodobé vysledky, houba je schopna ji pfekonat. Zvysena
aplikace fungicidi je pak kontraproduktivni a ve vysledku ma na houbu stejny efekt, také

ma neblahy vliv na zdravi lidi 1 Zivotni prostfedi.

Cilem Slechtitelskych programi je identifikovat geny odpovédné za rezistenci a vnést
je do psenice seté pro zlepSeni jejich vlastnosti. Nezmérny piinos maji moderni metody

molekularni biologie.



2 Cile prace
1. Zpracovani literarni reSerSe o T. monococcum L. jako objektu zkoumani.

a. Genetické mapovani u pSenice
pfiprava mapovacich populaci, nejcastéji pouzivané DNA markery, principy
genetického mapovani.
b. Padli travni a geny rezistence u pSenice.
2. Konstrukce genetické mapy nové mapovaci populace T. monococcum L. za pouziti STS

a SSR markeru

3. Lokalizace oblasti odpovédné za rezistenci k padli travnimu u nové mapovaci populace

T. monococcum L.



3 Soucasny stav resené problematiky

3.1 Psenice

Semena obilovin obecné¢ jsou hlavnim energetickym zdrojem lidstva. PSenice
je nejrozsitenéjsi péstovanou plodinou svéta, predstavuje hlavni zdroj vyzivy, krmiva
a materidlu pro nasledné¢ primyslové vyuziti. PSeni¢nd semena vykazuji vysokou
energetickou 1 nutriéni hodnotu, zésobni latkou je Skrob a obsahuji i nezanedbatelné¢ mnozstvi

bilkovin. Dalsi vyhodou je jejich jednoducha a mozna dlouhodoba skladovatelnost.

Historie domestikace zapocala pted vice nez 10 000 lety a patii tak k prvnim
domestikovanym plodinam viibec. Kolébka zemédélstvi se nachazi ve vychodnim
Turecku Vv historické oblasti Urodného ptlmésice (Harlan et Zohary, 1966). Misto
se bezesporu muze spojovat se zrodem moderniho lidstva. Pravé v této oblasti prvni lidé
zménili svilj zplisob Zivota lovcl a sbéracl na usedly zivot zemé&délcti (Diamond, 2004; Heun

etal., 1997).

PSenice patii k obilovinam spolu s dalsimi zemé&délsky vyznamnymi plodinami, jako
je kukufice, ryZe, jeCmen, zito a dalsi. Taxonomicky T. aestivum L. fadime do tribu Triticeae,
kde patfi dalsi vyznamné rody jako Hordeum (je¢men), Aegilops a Secale (zito). PSenice seta
a dalsi hexaploidni, tetraploidni a diploidni pSenice patii do rodu Triticum L. (Goncharov,
2011; Matsuoka, 2011).

3.1.1 Zéstupci rodu Triticum L., evoluce polyploidnich druhii, domestikace

Do rodu Triticum L. fadime plané, kulturni, diploidni, tetraploidni i hexaploidni druhy.
Z diploidnich (2n = 2x = 14) jsou nejvyznamnéj$i T. monococcum L., T. boeoticum Boiss.,
T. urartu Thum. Z tetraploidnich (2n = 4x = 28) pak naptiklad T. durum Desf. a T. turgidum L.
Z hexaploidnich (2n = 6x = 42) jeto T. spelta L. a T. aestivum L. (Percival, 1921).
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Prvnim zemédélsky vyuzivanym druhem se pied asi 10 000 lety stala pSenice
jednozrnka T. monococcum L. (2n = 2x = 14, A"A™) a dodnes je jedinym kulturnim
diploidnim druhem pSenice na svété, dnes je vSak péstovana jen pro krmeni dobytka (Percival,
1921). Do stejné oblasti a piiblizné 1 stejného obdobi se datuje domestikace pfirozené
se vyskytujici tetraploidni pSenice T. durum Desf. (2n = 4x = 28, A"A"BB), ta vznikla
hybridizaci T. urartu Tum. (2n = 2x = 14, A"AY) s donorem subgenomu B,
pred 0,5 — 3 miliony let (Dvorak et al., 1988; Dvorak et al., 1993). Tento donor je blizce
ptibuzny sekci Sitopsis a druhu Aegilops speltoides Tausch. (2n = 2x = 14; SS), (Alnaddaf
et al., 2013). Nésledna hybridizace tetraploidni T. durum Desf s diploidni Ae. tauschii Coss.
(2n = 2x = 14, DD) pied 8000 — 10 000 lety dala vzniknout allohexaploidni pSenici seté
T. aestivum L. (2n = 6x = 42, A"A'BBDD), ktera se zahy rozsifila z oblasti Kavkazu
do dalsich c¢asti svéta (Charmet, 2011). Jeji genom sestava ze téi subgenomui: A, B, D,
které maji ptivod v relativné blizce piibuznych druzich. Diky tomu je zachovana Castec¢na
homologie (homeologni chromozomy) a rostliny jsou fertilni (Devos et Gale, 1997).

T. aestivum L. je dnes zdaleka nejrozsifenéjsi a nejvynosnéjsi druh psSenice.

Uvedené polyploidiza¢ni udalosti velmi usnadnily domestikaci psenice (viz obr. 1).
Negativnim duasledkem kazdé domestikace je vSak ztradta velkého mnoZstvi potencialné
uziteCnych gentd a alel. Tato ztrata je zpusobena Slechténim pro uzkou $kalu pozadovanych

vlastnosti (Charmet, 2011).

11



Triticeae ancestor
10-14 = |

Jq : ]
Secale Aegiiops/Triticurn Hordoum
—— |
T. boeoticum T. urarty Aegilops «Siopsis» Hordewn ssp.
(A™A™) (AYAY) Ae. speltoides (SS)
- I
Y
S. montanum T. turgidum (AABB) H. spontaneum
| \J
\J
T. turgidum ssp.dicoccoldes Ae. tauschil (DD)
Wild emmer wheat
001 - T. turgidum dicoccum
Emmer wheat
S. cereale T. monococcum T. turgidum durum T. aestivum H. vuigare
MY (RR) (AmAm) (AABB) (AABBDD) (HH)
0.00025 |- Fito jednozrka psenice tvrda pSenice setd  jeCmen
(RR) (A™A™) (AABB) (AABBDD) (HH)
L J )

\/

Triticale (AABBRR and AABBDDRR)

Obr. 1:Evoluce genomii pSenice, jemene a Zita.

Zelené Sipky predstavuji domestikacni uddlosti, cervené predstavuji selekce, disledkem
kterych existuji dnes znamé odrudy zita, pSenice a jeCmene. (Upraveno podle Feuillet
et al., 2008)

3.1.2 Piuvod T. monococcum L. a charakteristika

Misto domestikace T. monococcum L. se nachazi v severni ¢asti historické oblasti
Urodného ptlmésice na jihovychodd Turecka v pohoii Karacadag. Zdejsi druhy vykazuji
nejvetsi genetickou pribuznost s domestikovanou diploidni pSenici 1 znaky divokych druhti

(Heun et al., 1997).
Psenice jednozrnka (2n = 2x = 14), je napadna svou vySkou, muzZe dorustat
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az 200 cm. Klas je dvourady, ackoli by se dle nazvu mélo vyskytovat pouze jedno semeno
na obilku, v mensi mife se setkavame i s dvousemennymi odridami (Hopf et Zohary, 2000).
Obecné je jednozrnka pomérneé homogenni druh a morfologicka diverzita mezi jednotlivymi
odridami je mala (Percival, 1921).

Planym (nejbliz§im) piibuznym jednozrnky je T. boeoticum Boiss (viz obr. 2.). Mezi
druhy nejsou morfologické rozdily. Dokonce i struktura chromozomu je stejna, hybridi mezi
témito druhy nevykazuji snizenou fertilitu ¢i jiné zndmky outbredniho efektu. Rozdily jsou
rozpadavé, kiehké klasy. Ty usnadiiuji Sifeni semen, které je ve volné piirod¢ zasadni
pro pieziti druhu. Naopak pro ¢lovéka by tato strategie Zadné vyhody neméla. Lidé si vybirali
mutanty, ktefi nevykazuji tuto vlastnost a proto klasy T. monococcum L. uvoliluji obilky
az za pusobeni tlaku (Hopf et Zohary, 2000).

Plané a starobylé kulturni druhy jako je T. monococcum L. diky své vysoké urovni
polymorfismu piedstavuji rezervoar genetické diverzity, ktery mize byt vyuzit v modernich
Slechtitelskych programech pro zlepSeni vlastnosti nejhojnéji péstované pSenice seté

T. aestivum L. (Singh et al., 2007).

/;}i { W

/{,
\ ¢

Obr. 2: Klasy T. boeoticum L. a T. monococcum L.
Rozpadavé klasy T. boeoticum G3116 (vlevo) nerozpadavé klasy T. monococcum DV92

(vpravo)
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3.1.3 Vyznam T. monococcum L. v modernim $lechténi pSenice

T. monococcum L. je ve Slechtitelskych programech zabyvajicich se zlepSenim genomu
pSenice seté velmi napomocno diky své blizké piibuznosti s jinym diploidnim druhem
T.urartu Tum., které pifispélo A genomem do genomu allohexaploidni pSenice seté. Dale
pak diky vysokému stupni polymorfismu, ktery je tuzce spjat s faktem, Zze druh nebyl nikdy
intenzivné §lechtén. Nakonec také proto, Ze jde o jediny kulturni diploidni druh pSenice. Diky
tomu, ze ma oproti pSenici seté jen jeden genom, jsou techniky molekularni biologie jako

sekvenovani a mapovani gent snadné&ji proveditelné.

Monococcum ma i dalsi vyznamné vlastnosti, pro které je cenéno. Vykazuje vysokou
odolnost vi¢i mraztim. Neni ndro¢né na pudu, dokéze vyrtst v drsnych podminkach piscitych,
kamenitych a vapencovych oblasti, kde by jiné druhy pS$enice nemohly vegetovat (Percival,
1921). VSechny tyto vlastnosti z néj €ini vynikajici néstroj pro Slechténi odolnéjsich odrad
pSenice (Singh et al., 2007). V dnesni dobé je vSak zorné pole zaméfeno spiSe na rezistence
vaci rozlicnym chorobam: rzi (Puccinia triticina Erikss), snéti, palickovice nachova
(Claviceps purpurea Fr.), nebo hlistice (Heterodera spp.) a predev§im padli travni (Blumeria
graminis DC.).

3.2 Padli

Padli (eng. Powdery Mildew) patii mezi nejrozsifenéj$i houbové patogeny napadajici
vSechny nadzemni Casti témét 10 000 zndmych druhii jednodé€loZnych 1 dvoudé€loZnych
krytosemennych rostlin (Braun et al., 2002). Na zaklad¢ anatomie, morfologie viecek a Skaly
hostiteli rozeznavame piiblizné 650 druht (Braun et al., 2002). K ekonomicky vyznamnym
hostitelim patii: obiloviny, réva vinna, ovocné stromy, chmel, okrasné druhy rostlin.
Pti vhodnych podminkach padli zpiisobuje zna¢né ztraty na urodé (Glawe, 2008). Ochrany
urody mize byt dosazeno, uzivanim fungicidii a/nebo péstovanim resistentnich odrid.
Samotné fungicidy se nejevi jako vhodny néstroj boje proti padli, jsou finan¢né narocné,
rezidua piedstavuji moznou hrozbu pro lidi, zvifata i Zivotni prostiedi. Navic aplikace
fungicidt zpisobuje indukci rezistence patogenu (Zhang et al., 2005).
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V dne$ni dob¢ silné intenzivniho zemédé¢lstvi ma padli velky vyznam (Héni
et al., 1993). Zpusobené ztraty na vynosu mohou byt znacné, 13 — 34 % (Griffey et al., 1993;
Leath et Bowen, 1989). Napadany jsou vSechny druhy obili s vyjimkou kukufice, pii¢emz
nejvatsi ztraty Gini na penici a je¢menu. Zito a oves jsou padlim infikovéany jen ziidka (Hani
etal., 1993).

Krom¢ $kod, které zpusobuje padli samotné, vytvaii jeho pFitomnost vstupni branu
pro dalsi patogeny, jakymi jsou napiiklad: paluSka travni (Typhula incarnata), brani¢natka
plevova (Leptosphaeria nodorum), fuzaridzy listd (Fusarium spp.) a mnoho dalsich (Héni
etal., 1993).

3.2.1 Padli travni

Padli travni je choroba zplsobena obligatn¢ biotrofni ektoparazitickou houbou
Blumeria graminis (Syn. Erysiphe graminis), kterou fadime do tfidy Leotiomycetes, radu
Erysiphales. Patii tedy mezi patogenni houby s Uzce vymezenou specializaci a napada pouze
obiloviny (Marchal, 1902). Striktni specializace dala zéklad systému pro biologickou
Klasifikaci B. graminis (Bg), kterd rozlisuje osm forem (formae speciales, f.sp.) (Oku
etal., 1985):

e B. graminis f.sp. hordei (Bgh) napadajici je¢men

e f.sp.tritici (Bgt) napadajici pSenici

o f.sp.secalis (zito)

e f.sp.avenae (oves)

e adalsi ctyfi formy napadajici nekulturni druhy trav

Studie vSak ukazaly, ze rozsah hostitelskych rostlin mize byt mnohem $irsi nez jen obiloviny
(Eshed et Wahl, 1970; Hardison, 1944; Hirata, 1966; Sheng et al., 1995).
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3.2.2 Ptiznaky

Ptiznaky napadeni padlim se na rostlin¢ za¢inaji projevovat na pielomu jara a léta kdy
probiha S$ifeni haploidnich konidii a s nimi spojené infekce (Zhang et al., 2005). Padli
je na napadené rostlin¢ okem rozpoznatelné (viz obr. 3), tvoii vatovité polstarky (kupky)
pfevazné na horni strané listu, jejichz barva je zpocatku bila a postupné prechédzi v Sedou
az hnédou (Hani et al., 1993). Pozdé&ji se vytvafi povlaky Sedohnédé barvy nesouci ¢erna
kulovita kleisthotecia o velikosti 0,15 — 0,30 mm v pruméru (Ellis et Ellis, 1997). Pokud je list

napaden siln¢, dochazi ke Zloutnuti a pred¢asné umira (Hani et al., 1993).

Nachylnost pSenice je nejsilngjsi od pocatku odnozovani az do mlécné zralosti, mladé
listy vykazuji vétsi nachylnost nez listy star§i. Oproti jemeni je pSenice mnohem
tolerantnéjsi k casnému napadeni. Naopak je citlivéjsi k napadeni praporcovych listti a pluch.
Pii napadeni klast je ¢asto snizena hmotnost tisice zrn (Héni et al., 1993).

Silné napadeni padlim se d4 oc¢ekavat po mirné zim¢ a pfi teplém a relativné suchém
jarnim pocasi. Faktory, které podporuji silnou produkci vétrem Sifenych spor. Vysoka
vzdusna vlhkost, nikoli dést, sttidani teplych a vlhkych dni podporuje napadeni. Vhodné jsou
teploty mezi 18 — 22 °C. Pti 20 °C trva inkubac¢ni doba jen 3 — 4 dny, tato teplota je optimalni
pro Sifeni infekce. Pii 5 °C se inkubacni doba miiZze protahnout az na 14 dni. Vyssi teploty
(kolem 25 °C) nepodporuji Sifeni a na listech vznikaji jen zluté az hnédé skvrny, podobné
jako u rezistentnich odrid. Napadeni miize mit explozivni charakter, pro pocatek epidemie

postaci dvé generace spor, asi tyden pii optimalnich podminkach (Héni et al., 1993).

16



Obr. 3: Priznaky napadeni na pSenici (T. monococcum L.)

3.2.3  Zivotni cyklus

Zivotni strategie B. graminis nutné vyzaduje synchronizaci celého cyklu s Zivotnim
cyklem hostitelské rostliny (Jarvis et al., 2002), coz zna¢né omezuje kultivaci na médiich.
I v ptipadé, Zze je tato kultivace mozna, pribéh zivotniho cyklu se v nékterych aspektech

odliuje od prib&hu na piirozeném hostiteli (Both et al., 2005; Zhang et al., 2005).

Podobné¢ jako jiné parazitické houby i B. graminis vykazuje slozity a variabilni Zivotni
cyklus. Mulze zahrnovat fazi pohlavni i nepohlavni nebo jen pohlavni, pfipadné jen
nepohlavni (Glawe, 2008). B. graminis je pleomorfni druh, produkuje morfologicky odlisné
spory v zavislosti na fazi Zivotniho cyklu, jde o jednu z prvnich hub, kde byla pleomorfie
prokéazana (de Bary, 1863; Tulasne et Tulasne, 1861).

Nepohlavni cyklus (anamorfa) zahrnuje tvorbu konidioford (viz obr. 4) a na nich
vétrem roznasenych konidii zpusobujicich Sifeni epidemie (Zhang et al., 2005) i na kilometry
vzdalena mista (Both et al., 2005).
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Obr. 4: Nepohlavni cyklus B. graminis (upraveno podle Both et al., 2005)

Béhem pohlavniho cyklu (teleomorfa) se na starSich listech tvofi uzaviené plodnice
kleistothecia, které produkuji pohlavni spory (askospory). Kleisthotecium nese 10 az 20
viecek, v kazdém se nachazi 8 askospor (Ellis et Ellis, 1997). Pohlavim cyklem B. graminis
preckava neptiznivé podminky prostfedi: pfezimovani nebo vysoké teploty, obdobi sucha kdy

hostitel preziva v podob¢é semen (Zhang et al., 2005).

3.3  Geny rezistence

Slechténi odriid nesoucich geny rezistence se ukazalo jako nejefektivn&jsi nastroj boje

proti virovym, bakteridlnim, houbovym i Zivo¢iSnym patogentm.
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Existuji dva typy rezistence k padli. Prvni je jednogenové (vertikalni) nebo rasové
specificka rezistence (race specific resistance), ktera je sice efektivni, ale ne na vSechny
izolaty. Ve vétsing piipadu se projevuje jako hypersenzitivni reakce (hypersensitive response,
HR) za kterou jsou odpovédné major R geny nazyvané Pm (powdery mildew) geny
a predstavuji gene-for-gene interakci (Bennett, 1984; Chen et Chekowski, 1999; Hsam
et Zeller, 2002). Geny vertikalni rezistence jsou exprimovany v semenaccich a b&éhem
vegetativniho cyklu pSenice. Vertikalni rezistence byla siln¢ vyuzivana ve Slechtitelskych
programech, avSak selekéni tlak plsobici na padli mél ve vysledku negativni efekt, kdy byla
rezistence brzy piekonana posilenim virulentnich genti (Alam et al., 2011). Po piekonani
vertikalni rezistence Pm geny ¢asto prispivaji do oligogennich a kvantitativnich typt
rezistence (Paillard et al., 2000). Vzhledem k riziku piekonani rezistence je nutna efektivni
strategie pro nahradu téch odrtd, které se jiz nejevi jako efektivni (Wolf, 1984; Leath et Heun,
1990).

Druhy typ rezistence je nazyvan jako rezistence dospclych rostlin (Adult Plant
Resistance, APR) a projevuje se pouze u dospélych rostlin, nikoli semenackli. Miize byt
identifikovana u rostlin, kde doslo k pfekonani vertikalni rezistence nebo tam kde nejsou
zndmy Pm geny. APR je mnohem odolnéjsi/trvanlivéjsi nez prvni zminéna (Alam
et al., 2011). Naptiklad odriida psenice Knox byl efektivni proti padli béhem 20 let péstovani
(Shaner, 1973), jina odruda psenice Massey uvedla na trh firma Virginia Tech v roce 1981

a stéle je efektivni (Starling et al., 1984).

3.3.1 Geny rezistence proti padli travnimu u pSenice

V psenici seté¢ a piibuznych druzich bylo k roku 2013 na rGznych chromozomech
identifikovano 45 lokustis 72 geny/alelami resistence k padli (viz tab. 1), (Ma et al., 2011,
Mclintosh et al., 2008; Luo et al., 2009; Li et al., 2009; Hua et al., 2009; He et al., 2009;
Fu et al., 2013). Lokalizace Pm geni v genomu neni nahodila, formuji klastry v genové
bohatych oblastech genomu (gene-rich regions), (Gill et al., 1996).
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Tab. 1: Powdery mildew geny

Gen | Synonyma Piivod Chromozom Citace

Pm1l T. monococcum TAL Hsam et al., 1998
Pm2 T. aestivum/Ae. Tauschii 5DS Mclntosh et Baker, 1970
Pm3 T. aestivum 1AS Briggle,1966
Pm4 T. dicoccum 2AL The et al., 1979
Pm5 T. dicoccum 7BL Law et Wolfe, 1966
Pm6 T. timopheevii 2BL Jorgensen,1973
Pm7 S. cereale 4BS.4BL-2RL Friebe et al., 1994
Pm8 S. cereale 1RS.1BL Hsam et Zeller, 1997
Pm9 T. aestivum TAL Hsam et al., 1998
Pm10 T. aestivum 1D Tosa et al., 1987
Pmil T. aestivum 6BS Tosa et al., 1988
Pm12 Ae. speltoides 6BS-6SS.6SL Jiaetal., 1996
Pm13 Ae. longissima 3BL.3SS-3S Ceoloni et al., 1992

3DL.3SS-3S

Pmi4 T. aestivum 6BS Tosa et Sakai, 1990
Pm15 T. aestivum 7DS Tosa et Sakai, 1990
Pm16 T. dicoccoides 4A Reader et Miller, 1991
Pm17 S. cereale 1RS. 1AL Heun et al., 1990
Pmi18 | Pmic T. monococcum 1A Hsam et al., 1998
Pm19 Ae. tauschii 7D Lutz et al., 1995
Pm20 S. cereale 6BS.6RL Friebe et al., 1994
Pm21 Haynaldia villosa 6VS. 6AL Chenetal., 1995
Pm22 | Pmle T. aestivum TAL Singrun et al., 2003
Pm23 | Pm4c T. aestivum 2AL Mclintosh et al., 1998
Pm24 T. aestivum 1DS Huang et al., 2000
Pm25 T. boeoticum 1A Shietal., 1998
Pm26 T. dicoccoides 2BS Rong et al., 2000
Pm27 T. timopheevii 6B-6G Jarve et al., 2000
Pm28 T. aestivum 1B Peusha et al., 2000
Pm29 A. ovata 7DL Zeller et al., 2002
Pm30 T. dicoccoides 5BS Liu et al., 2002
Pm31 T. dicoccoides 6AL Xie et al., 2003
Pm32 Ae. Speltoides 1BL. 1SS Hsam et al., 2003
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Tab. 1 pokracovani

Pm33 T. carthlicum 2BL Zhu et al., 2005
Pm34 Ae. Tauschii 5DL Miranda et al., 2006
Pm35 Ae. Tauschii 5DL Miranda et al., 2006
Pm36 T. dicoccoides 5BL Blanco et al., 2008
Pm37 T. timopheevii TAL Perugini et al., 2008
Pm38 T. aestivum 7DS Spielmeyer et al., 2005
Pm39 T. aestivum 1BL Spielmeyer et al., 2005
Pm40 Elytrigia intermedium 7BS Luo et al., 2009
Pm41 T. dicoccoides 3BL Li et al., 2009
Pm42 T. dicoccoides 2BS Hua et al., 2009
Pm43 Thinopyrum intermedium 2DL He et al., 2009
Pm44 T. aestivum 3AS Chenetal., 2011
Pm45 T. aestivum 6DS Ma et al., 2011

Mnoho Pm genti bylo do T. aestivum L. vneseno ancestralnimi a jinymi planymi druhy
ke kterym patii T. monocccum L. (AA), T. dicoccum (Schrank) Schuebl (AABB),
T. timopheevi Zhuk. (AAGG) a dalsi. Toto zjisténi pted vice nez 80 lety (Mains, 1933)
odstartovalo hledani novych zdroji Pm gend (Hsam et Zeller, 2002). T. monococcum L.

s jistotou prispélo geny Pml na 7A chromozomu, Pm4 na 2A chromozomu, Pm25

na 1A chromozomu a recesivni gen Pm2026 na chromozomu 5A (Xu et al., 2008). Gen Pm25

se podafilo uspésné vnést do genomu T. aestivum L. (Shi et al., 1998).

Subgenom A v T. aestivum L. nese celkem 15Pm gent (viz tab. 1). Nedavno bylo také

identifikovano v T. aestivum L. 7 Mlo gent, pojmenovanych TaMlo-1 — 7, Mlo jsou dobie

znamy z jeCmene, vysledkem jejich exprese je hypersenzitivni reakce pii napadeni (Konishi

et al., 2010).

K hledani novych geni rezistence ndm slouzi moderni metody molekularni biologie,

jako jsou genetické markery, mapovaci populace a genetické vazebné mapy.
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3.4 Mapovani genii rezistence

Piedpokladem pro mapovani genu rezistence, at’ uz se jedna o jakéhokoliv patogena,
je vyvinuti markeru, ktery bude v jeho té€sné blizkosti, tedy v co nejsilnéjsi vazbé. Takovy
marker pak mize slouzit pfi selekci za pomoci markeru (MAS, Marker assisted selection)

a tim zna¢né usnadnit a urychlit Slechténi novych, odolné&jsich odrad.

K mapovani genl rezistence potiebujeme genetickou vazebnou mapu. Tu sestrojime

diky genetickym markeriim a mapovaci populaci.

3.4.1 Genetické markery

Znacky neboli markery jsou specifickd mista na chromozomu, kterd slouzi jako
nastroje pro genomové analyzy. S jejich pomoci mizeme sledovat variabilitu jedinct jak
v ramci populace, tak mezi populacemi nebo variabilitu mezidruhovou. Prvnimi markery
v dobé& klasické genetiky byly morfologické znaky popisujici vnéjsi projevy genu/it (Kole
et Abbott, 2008). Dnes s rozvojem metod molekul&rni biologie ¢i metod biochemickych
se morfologické markery neuplatiiuji v takové mite jako dfive. Nejvice uzivanymi markery
jsou molekularni, poskytuji informace o polymorfismu piimo v molekule DNA nebo

v proteinech které DNA kdduje.

3.4.1.1 Molekularni markery

Molekularni markery poskytuji informace o variabilité organismu na urovni molekul,
nejcastéji DNA a riznych druhii proteinti. Tyto markery nejsou ovlivnény prostiedim
a umoznuji rozpoznat od sebe jednotlivé alely. S jejich pomoci je studium Zivych organismil
mnohem piesnéj$i a dikladnéjsi. Mezi molekuldrni markery patii biochemické a DNA

markery (Kole et Abbott, 2008).

3.4.1.1.1 DNA markery

Genetické analyzy jsou v dne$ni dobé béznymi nastroji k identifikaci gend, které

koduji  vyznamné agronomické vlastnosti a predev§im geny rezistenci k patogentum.
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Pro pochopeni genetiky a organizace rostlinnych genomu byl piispévek DNA markert
zasadni. K nejvyznamnéj$im pfistupiim pro ziskdni vyznamnych informaci o genomu patii
techniky genetického mapovani. ZjednodusSen¢ se takto da identifikovat gen kodujici urcitou

vlastnost (Nguyen et Wu, 2005).

Zakladem pftirozeného polymorfismu organismi je jejich variabilita na trovni DNA
sekvenci vznikld v pribéhu evoluce. Molekularni DNA markery této pfirozené variability
vyuzivaji. Rozvoj téchto metod vSak nebyl mozny az do 50. let minulého stoleti, kdy byla
rozlu$téna primarni struktura dvousroubovice DNA (Watson et Crick, 1953). Od té doby bylo
vyvinuto mnozstvi typtt DNA markert ke stanoveni variability v DNA sekvencich. Zavedeni
DNA metod vedlo k revoluci ve $lechténi rostlin, k rozvoji selekci za pomoci markeru

(marker-assisted selection, MAS), ktera umoznuje cilené slechténi (Nguyen et Wu, 2005).

Piedpokladem pro vyvoj DNA markeru je polymorfismus v sekvenci nukleotidd
v ramci jednoho lokusu. Ke konstrukci genetickych map se uziva rtiznych markerovych
systémi. Podle pfistupu jakym se polymorfismus detekuje, se DNA markery rozd¢luji
do dvou kategorii (Kole et Abbott, 2008):

e Techniky zaloZené na hybridizaci

e Techniky zaloZené na PCR

e Techniky zaloZené na hybridizaci

Techniky zalozené na hybridizaci vyuZivaji  schopnosti denaturovanych
jednovlaknovych DNA molekul vazat se na komplementarni sekvence nukleotidi v jiném
vlaknu. Vysledkem je tvorba duplexai DNA - DNA piipadné DNA - RNA.
K nejvyznamngj$im patii: polymorfismus restrikénich fragment (restriction fragment length
polymorphism, RFLP), (Botstein et al., 1980), hybridizace in situ (Gall et Pardue, 1969),
DNA ¢ipy (DNA microarrays) a DArT markery (Kilian et al., 2003).

23



DNA Cipy (DNA microarrays)

Vyznamnym technologickym pokrokem se stalo zavedeni DNA ¢ipi zacatkem
devadesatych let minulého stoleti. Ukazaly zna¢ny potencial vyuzitelny na mnoha polich
molekularni biologic. DNA ¢ipy umoziuji monitorovat aktivitu az desitek tisic genti soucasné
a detekovat tak obrovské mnozstvi DNA sekvenci béhem jednoho experimentu.
Ze zacatku byly DNA Cipy provadény na sklicku, dnes se pouzivaji i jiné materialy jako

je nylonova membrana, nitrocelul6za, zlato nebo kiemikova desticka.

Metoda spociva v hybridizaci, nejcastéji fluorescencné znacené cDNA, genomickych
DNA fragmenti, PCR produktt, oligonukleotidd o délce 15 — 80 bp s DNA fragmenty
navazanymi na ¢ipu v daném potadi. Hybridni molekuly jsou detekovany laserovou excitaci,

vyhodnoceni provadi poc¢ita¢ na zaklad¢ intenzity signalu (Weising et al., 2005).

DNA c¢ipy maji znaény piinos pro naSe chapani toho, jak probiha genova exprese
v buiice v redlném case. Analyza genové exprese desitek tisic DNA sekvenci soubézné
reflektuje cely soubor bunéénych transkripti a ma tak revolucni vyznam v pochopeni

buné¢ného transkriptomu (Ruan et al., 1998)

Diversity Array technology, DArT

Diversity Array Technology je vysokokapacitni markerovy systém pro genomové
analyzy za vyuziti technologie DNA ¢Cipl. Piistup poskytuje cenné informace o genomu
studovaného organismu bez jakékoli pfedeslé znalosti DNA sekvence, navic pifi potiebé
minimalniho mnozstvi DNA. Poprvé byla DArT pouZita na genomu ryZze pro analyzu
polymorfismu mezi vybranymi odridami (Jaccoud et al., 2001). DArT markery pro
T. monococcum L. a genetické mapy pomoci nich konstruované usnadiuji lokalizaci genti,
komparativni mapovani, studium organizace genomu a evoluce mezi T.monococcum L.

a dalSimi obilovinami, pfedevsim pak T. aestivum L. (Jing et al., 2009).
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e Techniky zalozené na PCR

Zavedeni polymerazové ftetézové reakce (Mullis et al., 1986) mélo zéasadni vliv
na vyvoj metod v molekularni biologii. PCR techniky pieklenuly mnoho nedostatktt RFLP
a umoznily vyvoj Siroké Skaly molekularnich markert, které také nazyvame molekularni
markery druhé generace. Technika umoziuje in vitro amplifikaci jakékoli DNA sekvence

v obrovském poctu kopii.

Mikrosatelitové markery (Simple Sequence Repeats, SSR)

,,Simple sequence repeats"” neboli mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice, které
se nachazi roztrouSeny v genomech vSech eukaryot (Tautz et Renz, 1984). Jde o vyznamny
PCR markerovy systém Siroce uZivany v genetickém mapovani, populaéni genetice, studiich
genetické diverzity a v selekci za pomoci markeru (MAS), (Hearne et al., 1992; Zietkiewicz
et al., 1994). Jejich mnozstvi v genomu, vysoky polymorfismus, kodominantni charakter
a moznost rozliSeni jednotlivych alel diky rozdilnému poctu opakovani motivu z nich Cini

u¢inny nastroj molekularni biologie (Li et al. 2002).

Mikrosatelitni tandemové repetice jsou kratké nukleotidové motivy o délce 1 — 6 bp.
Casto pak dinukleotidové (AT)n, (GC)n nebo trinukleotidové (ATT)n repetice nachéazejici
se prevazné v nekodujicich oblastech po celém genomu. Velikost ziidkakdy piesahuje
70 opakovani (Dibet al., 1996; Dietrich et al., 1996; Li et al. 2002). Polymorfismus v poétu
tandemovych opakovani je v pifevazné miie zpisoben sklouzavanim DNA polymerazy béhem
replikace, k opétovnému nasednuti pak nemusi dojit pfesné ve stejném misté, vysledkem

je vetsi ¢i mensi pocet opakovani (Schlotterer et Tautz, 1992).

PCR amplifikace SSR markeri probiha z celkové genomické DNA. Dva specifické
primery (17 — 22 nukleotidd) nasedaji na hrani¢ni sekvence v tésné blizkosti tandemové
repetice. Idealni velikost produktu je 100 — 250 bp (Kole et Abbott, 2008). V piipadé,
Ze primery nejsou nijak znaceny, je provedena analyza bud’ na agar6zovém gelu o koncentraci

< 3%, kde je rozliSovaci schopnost asi 10 bp nebo gelu polyakrylamidoveém,
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ten ma rozliSovaci schopnost vyssi, az 1 bp (Wang et al., 2003). V obou ptipadech se provadi
barveni stfibrem nebo ethidium bromidem. V pfipadé pouziti fluorescenéné znacenych
primeru se provadi analyza produktu laserovou excitaci na DNA sekvenatoru (Nguyen
et Wu, 2005).

Diky zminénym vlastnostem jsou mikrosatelity velmi popularni markerovy systém.
Vysoké reprodukovatelnost umoziuje jejich uziti v riznych laboratofich a provadéni analyz

s konzistentnimi vysledky (Saghai Maroof et al., 1994).

Misto se sekvencni adresou (Sequence Tagged Site, STS)

Mista se sekvencni adresou jsou kratké, jedinecné regiony o znamé sekvenci
jednoduse detekovatelné polymerazovou fetézovou reakci (Saiki et al., 1988). Hlavni
vyhodou STS markerii je moznost jejich distribuce mezi laboratofemi v podobé DNA
databazi coz eliminuje nutnost transportu a uchovavani biologického materialu (Williams
et al., 1992). STS muze byt vyuzito napf. pro detekci gentl, ukotvovani kontigi fyzickych
map (Palazzolo et al., 1991). STS markery kombinuji jednoduchou proveditelnost RAPD
(random amplified polymorphic DNA, nédhodn¢ amplifikovana polymorfni DNA) markera
a specifitu SSR marker, mohou mit dominantni, ale i kodominantni charakter (Perry
et Bousquet, 1998).

Jednonukleotidové polymorfismy (Single nucleotide polymorphism, SNP)

Jako markery tieti generace jsou nazyvany jednonukleotidové polymorfismy. Hojna
pfitomnost v celém genomu z nich €ini vysoce efektivni pfistup genetického mapovani

(Nguyen et Wu, 2005).

Jednonuleotidové polymorfismy, zmény v sekvenci DNA v jednom nukleotidu,
zkracené SNP reprezentuji nejvyznamnéjs$i zdroj polymorfismu v genomech zivych
organismd, ackoli jejich pocty jsou v riznych druzich (ale 1 jedincich jednoho druhu) zna¢né
variabilni (Agarwal et al., 2008). Stejné tak se rizni i zastoupeni v jednotlivych ¢astech
genomu (Weising et al., 2005).
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Na molekulérni irovni SNP vznikaji disledkem tranzic a transverzi jednotlivych typt
nukleotidii. Z definice mohou tedy SNP vykazovat jedno, dvou, tii a Cctyralelicky
polymorfismus. Nicmén¢ tii a étyralelické se téméF nevyskytuji a tak se nékdy o SNP hovoii
jako o bialelickych markerech. S piihlédnutim k jejich poctu mohou byt SNP markery
detekovany pro kazdy gen nebo v jeho tésné blizkosti, nejvice jsou vSak zastoupeny
v nekddujicich oblastech. V oblastech kodujicich miize mit SNP synonymni charaktera nema
tak vliv na sekvenci aminokyselin, ale muze ovliviiovat sestiih pre-mRNA Ustici
ve fenotypové zmény (Richard et Beckman, 1995) nebo charakter nesynonymni vedouci
ke zmén¢ v sekvenci aminokyselin kédovaného proteinu (Sunyaev et al., 1999). Znacny
potencial tedy SNP skryvaji v moznosti detekovani alelické formy genu a projevem fenotypu
(Rafalski, 2002). Tyto tzv. diagnostické SNP mohou byt asociovany s ur€itymi
agronomickymi vlastnostmi rostlin. Detekce diagnostickych SNP je hlavni snahou mnoha

projektt zabyvajicich se SNP markery.

Zjisténa frekvence pSenici seté ¢ini 1 SNP na 540 bp (Somers et al., 2003) v kukufici
¢ini 1 SNP na 60 — 120 bp (Ching et al., 2002), v lidském genomu je frekvence vyskytu
o néco nizsi na 1 SNP piipada 1000 bp (Sachidanandam et al., 2001).

Pro detekovani SNP bylo zavedeno mnoho technik, nékteré jsou relativné jednoduse
proveditelné a levné, zatimco jiné jsou laboratorné velmi naroéné a tim i nakladné. Zadny
z pistupt neni aplikovatelny pro vSechny potieby, hlavni pfistupy miizeme zahrnout do péti
skupin: (1) pfimé sekvencovani, (2) enzymaticka restrikce, (3) alelové specifickd PCR,
(4) alelové specifickda oligonukleotidova hybridizace a (5) alelové specificka
oligonukleotidova ligace. Vybér dané techniky zalezi na poctu SNP, poctu vzorkl a také

na naro¢nosti (Weising et al., 2005).

3.4.2 Mapovaci populace

Mapovaci populace slouzi ke studiu genti ¢i lokustt ovlivigjicich fenotyp
a k determinaci rekombinacnich vzdéalenosti mezi nimi. Ve vétSin€ piipadd mapovaci
populace sestavaji z jedinci jednoho druhu, kteti vznikli kiizenim rodicovskych linii

rozdilnych v pozadovanych znacich. Pfi vybéru rodicovskych linii je tfeba piihlédnout
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k povaze experimentu. Je pozadovana co nejvétsi rozdilnost sledovanych znakd, to umoziuje
popsat vice genetickych faktorti, které znak ovliviuji, coz usnadnuje identifikaci (Kole

et Abbott, 2008; Meksem et Kahl, 2005).

V jedincich jednoho druhu jsou genové lokusy pevné fixovany na dané misto
chromozomu, ale mohou se vyskytovat v riznych alelovych formach (polymorfismus). Vazba
mezi geny na chromozomu se stanovuje na zdkladé poctu rekombinaci mezi rGznymi
genovymi lokusy. Vazebné vztahy na vSech chromozomech davaji genetickou mapu
organismu. Zpusob jakym se dané alely distribuuji do potomstva, poméahaji detekovat
molekularni markery, které také odhali jejich genetickou vzdalenost od gent vykazujicich
znak ve fenotypu (Meksem et Kahl, 2005).

Reprodukéni strategie je zdkladnim kritériem pifi vybéru vhodného typu mapovaci
Vzhledem k tomu, Ze pSenice patfi mezi rostliny samosprasné, bude se tato kapitola vénovat
mapovacim populacim, které jsou vhodné pro samosprasné rostliny (Meksem et Kahl, 2005).
Jsou to Fypopulace, rekombinantni inbredni linie (RIL), populace vzniklé zpétnym kiizenim
(backcross) a dihaploidni linie (DH).

3.4.3 F,populace (F,Populations)

Jedna se o nejjednodussi typ mapovaci populace, kterd je schematicky znazornéna
na Obr. 5. Zakladem jsou rodi¢e (parentalni linie), kteti by v idealnim piipadé méli byt
rozdilni ve vSech sledovanych znacich. Vznikla F, populace segreguje ve sledovanych
znacich v pfislusnych pomérech. Dominantni znaky v pomeéru 3:1, kodominantni znaky
v poméru 1:2:1 (Kole et Abbott, 2008). F, jedinci jsou vlastné vysledkem jedné meiozy
béhem které se rekombinuje geneticky material rodi¢t. Pro plodiny s vysokym podilem
homozygotu jsou geneticky vzdaleni k¥izenci efektivni zptisob jak zvysit podil heterozygoti
v populaci. (Meksem et Kahl, 2005).

Velkou nevyhodou F, populaci je nemoznost material piemnozit. Nasledna
F3 generace neni geneticky identickd (Meksem et Kahl, 2005). Mapovaci populaci mizeme

jen rozsifovat o dalsi F; jedince.
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Obr. 5 Schéma pripravy F, mapovaci populace (Meksem et Kahl, 2005)

3.4.4 Rekombinantni inbredni linie (Recombinant Inbred Lines, RILS)

Rekombinantni inbredni linie (viz obr. 6) jsou homozygotni populace vzniklé
samospraSenim F, jedinci. Vyhodou je relativn€ maly pocet generaci potiebnych
ke generovani RILs. Sest generaci sta¢i pro dosaZeni téméf iplné homozygotnosti. Mapovaci
populace je VvV podstaté nesmrtelna. Rekombinaci pak nevznikaji zadné dal$i zmény
v genetickém materialu a nedochazi k segregaci v potomstvu. Tyto linie tak mohou slouzit
jako staly nastroj pro mapovani i v ramci riznych vyzkumnych skupin. V porovnani
s Fapopulacemi je také vyssi procento rekombinantt, zatimco v F;, populaci doslo jen k jedné
meioze, v piipadé RILs jich probéhlo nékolik, dokud nebylo dosazeno homozygotnosti (Burr
et Burr, 1991).
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Obr. 6 Schéma piipravy rekombinantnich inbrednich linii (Meksem et Kahl, 2005)

3.45 Populace vzniklé zpétnym kiiZenim (Backcross population, BC)

Tyto mapovaci populace vznikaji kiizenim rodi¢e A a rodice B, kdy je F1 generace
zpétné kiizena s jednim z rodicl, napft. s rodi¢em B. Za takové situace je rodi¢ A donorem
specifického DNA fragmentu do genomu B, protoZe v kazdé generaci se zastoupeni genetické
informace z rodi¢e A snizuje o polovinu (viz obr. 7). Sekvence A genomu ve vazbé
se konzervuji v recipientnim genomu B, zatimco sekvence, které ve vazb¢ nejsou, se eliminuji.
Tento proces se opakuje po né€kolik generaci a vyrazn€ jej zkracuje analyza pomoci
molekularnich markeru. (Young et Tanksley, 1989).

V ptipadé, ze generované linie se 1isi jen jednim ¢&i n€kolika lokusy nazyvaji se nearly
isogenic lines (NILs). K ziskani NILs je tieba n¢kolikanasobného zpétného kiizeni spole¢né
s markerovou selekci. Pokud BC linie vznikaji kiizenim vzdalené pfibuznych druhd, nazyvaji
se introgresni linie, naopak pokud byly pouzity linie blizce ptibuzné, tieba dvé rizné odrady
jednoho druhu, jedn4 se o intervarietové subtitucni linie.

Pokud je pozadovéna jedna urcitd vlastnost, jako tieba rezistence k chorobé do odrtdy,
ktery uz nese jiné pozadované znaky, je zpétné kiizeni vhodnou strategii. Jedinym

pozadavkem je produkce fertilniho potomstva (Meksem et Kahl, 2005).
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Obr. 7 Schéma pripravy populace zpétného kiiZeni (Meksem et Kahl, 2005)

3.4.6  Dihaploidni linie (Doubled Haploid Lines, DH)

Dihaploidni linie nesou v jadrech svych bun€k dvé identické haploidni sady
chromozom a jsou tim padem zcela homozygotni, kdy pro kazdy gen je v genomu jen jedna
alela. Pro generaci dihaploidil se vyuzivaji haploidni linie (haploidni rostliny jsou malé, malo
vitdlni a téméf sterilni), které mohou vznikat spontanné (kukufice, fepka) nebo uméle
indukované. Pro indukovany vznik DH muze byt pouzito kolchicinu, ktery brani tvorbé
déliciho vieténka béhem mitdzy, nasledn¢ nedojde k rozdéleni bunky a vznika dihaploid
(Meksem et Kahl, 2005).

Linie dihaploidii pfedstavuji staly zdroj pro mapovani, zaroven jsou idealnimi
kandidaty pro kiiZzeni vzhledem k absenci jakékoli heterogennosti. V pifipad¢ obilovin
se vyuzivaji dihaploidni linie pro pSenici, jeCmen a ryzi (Chao et al., 1989; Heun et al., 1991,
McCouch et al., 1988).
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky materidl
4.1.1 Mapovaci populace

Mapovaci populace T. monococcum L. se sklada ze 400 rostlin F, generace odvozené
z kiizeni rodicovskych linii DV92 a 258. Pro konstrukci genetické mapy bylo pouzito 184
linii této mapovaci populace.

Rodi¢ DV92 je T. monococcum ssp. monococcum L. kulturni jednozrnka z Titogradu
Montenegro v Iltalii. Jeho alely jsou oznacovany pismenem A. Rodi¢ovska linie 258 pochazi
z mapovaci populace pozivané v diplomovych pracich Klocova, Gallovd a Vanzurova. Jeji
alely jsou oznaCovany pismenem B. Semena rodi¢ovskych linii byla poskytnuta Prof.
J. Dubcovskym (Univerzity of California in Davis). Mapovaci populace byla vytvorena

na Ustavu experimentélni botaniky (Olomouc, CR).

4.1.2 Vzorek padli slouzici k inokulaci

Smésny vzorek padli travniho (Blumeria graminis f.sp. tritici) ptivodné odebrany

z vnimave rodi¢ovské linie 258. Tento vzorek je uchovan v Zemédélském vyzkumném

vvvvv

4.2  Pristrojové vybaveni

Vodni lazen Jouan J18 (Bain univ, Francie)

Oscilaéni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)

Centrifuga Heraeus Fresco 17 (Thermo Scientific, USA)
Termostat, BT 120M (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)

Aparatura pro agarézovou elektroforézu Owl (Thermo Scientific, USA)
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4.3

43.1

4.3.2

4.3.3

Zdroj stejnosmérného napéti MS 300 V (Major Science, USA)

Transluminator In genius (Syngene chemi Bio Imaging, UK)

Dokumenta¢ni systém pro analyzu ELFO gelt (Syngene chemi Bio Imaging, UK)
vahy AJ (Vibra, Japonsko)

mikrovinna trouba KOR-6C2B (Daewoo, Jizni Korea)

Aparatura pro polyakrylamidovou ELFO C-DASH-400-50 Dual Adjustable Mega-Gel
Kit (C.B.S. Scientific, USA)

Zdroj stejnosmérného napéti MP 500 V (Major Science, USA)

PCR Plate Spinner (VWR, USA)

C1000 Touch Thermal cycler (BioRad, USA)

Chemikalie a roztoky

Hodnoceni fenotypu

Agar6zovy gel piipraveny z 8 g agaru a 1000 ml destilované vody s antibiotikem

benzimidazolem (40 ppm) v petriho miskach

Izolace DNA z lyofilizovaného materialu

Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek, Némecko)

Agaroézova elektroforéza

Pufr 5x TBE (1000 ml)

54 ¢ Tris base (Sigma-Aldrich, USA)
2759 kyselina borita (lach:ner, Ceska Republika)
20 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8) (Fluka Analytical, Némecko)

doplnit destilovanou vodou na 1 000 ml
0,5x TBE (fedéni 5x TBE)

6x STOP C (10 ml)
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434

2ml 100 mM EDTA (pH 8)

0,19 SDS
5mg 0,05% (w/v) bromfenolova modi
5mg 0,05% (wi/v) xylene cyanol
4,3 ml 99% glycerol
fedit1:5
Velikostni marker
24 ul Gene Ruller 100bp Plus (Thermo Scientific USA)
100 pl 6x STOPC
476 ul destilovana voda

Agar pro DNA elektroforézu (Serva, Némecko)

\WWizolovana DNA mapovaci populace

Polymerazova retézova reakce (PCR)

10x PCR pufr (40 ml)

4 ml 100 mmol/l Tris-HCI (pH 8,2)
20 ml 500 mmol/I KCI

600 pl 15 mmol/l MgClI2

0,4 ml 1% Triton X-100

doplnit destilovanou vodou na 40 ml

Nukleotidy (Fermentas, Litva)
100 mmol/I dTTP
100 mmol/l dATP
100 mmol/l dGTP
100 mmol/l dCTP

Cresol red (Sigma-Aldrich, UK)
Taq polymeréza (Finzyme, Finsko)
Primery (Invitrogen, USA)
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4.3.5 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza (PAGE)

Pufr 5x TBE (2000 ml)
1089 Tris Base
55¢ kyselina borita
7,44G Na,EDTA . 2 H,0

Doplnit destilovanou vodou na 2000 ml

10% APS — ammonium persulfate (Sigma Life Science, USA)

40% smés akrylamid : N, N'-metylenbisakrylamid 19 : 1 (Bio-Rad, USA)
10% ethidium bromid (Sigma Aldrich, USA)

TEMED - tetrametyletylendiamin (Bio-Rad, USA)

Silane — 3-methacryloxypropyltrimethoxysilane (Serva, Némecko)
99,8% kyselina octova (lach:ner, Ceska Republika)

96% ethanol (lach:ner, Ceska Republika)

4.4  Metodika

441 Péstovani mapovaci populace

7. zati 2012 bylo 400 seminek z ktizeni DV92 x 258 a 258 x DV92 umisténo
do Petriho misek s bunic¢itou vatou navlh¢enou pitnou vodou, kde po dobu jednoho tydne
klicily. 14. zafi byla klicici semena zasazena do jiffy kvétinaca (5 x 5 cm) se zahradnim
substratem, hnojivem (Osmocote exact) a Agrisorbem (1%). 12. fijna byly rostliny vysazeny

do venkovnich parcel v arealu UEB Olomouc - Holice.

4.4.2 Inokulace a hodnoceni fenotypu

Rostliny mapovaci populace byly ve stadiu tietiho listu pifevezeny do Zemédélského
vyzkumného tustavu Krométiz na fenotypizaci (Doc. Ing. Antonin Dreiseitl, CSc.). Z kazdé
rostliny byl odebrén prvni list, z kterého byly ud¢lany listové segmenty. Ty byly pieneseny
na agarozovy gel s benzimidazolem a inokulovany smésnym vzorkem padli (viz obr. 8). Sila
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napadeni padlim byla hodnocena po mésici hodnotici $kalou 0 - 4 (kde O byla rezistentni

a 4 silné€ napadenad).

Obr. 8 Inokulované listy T. monococcum L. na agarovém gelu s benzimidazolem

4.4.3 lzolace DNA z lyofilizovaného materialu

Izolace DNA byla provedena pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek, Némecko).
Z kazdé rostliny ve stadiu tietiho listu byl odebran list (asi 2 cm) do mikrozkumavky. Byly
pridany dvé sklenéné kulicky a dale bylo postupovano podle pokynii piilozenych u kitu
na izolaci DNA.

4.4.4 Agarézova elektroforéza

Pro kontrolu &istoty vyizolované DNA byla pouzita 1,2% agarézovy gel. Gel byl
pfipraven rozvarenim 1,8 g agar6zy v 150 ml 0,5x TBE pufru. Rozvafeni bylo provedeno

v mikrovinné troubé. Agardza je pifipraven ve chvili, kdy je roztok ¢iry bez jakychkoli
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pevnych ¢astic. Pred vlastnim nalitim do vany je nutné roztok lehce ochladit pod proudem
vody. Do vany pro agar6zovy gel s vlozenymi hiebinky byl nalit zchlazeny roztok. Gel ztuhne
piiblizné za 20 minut. Po ztuhnuti byly odstranény hiebinky a gel zalit 0,5x TBE pufrem.
Do jamek byly pipetovany vzorky smichané s 6x STOP C v poméru 1:5.

Po uzavieni aparatury a pfipojeni na zdroj elektrického napéti byly vzorky separovany
pfi napéti 2V na 1 cm po dobu piiblizné jedné hodiny. Po ukonceni byl gel vyfiznut a vlozen
do vany s ethidium bromidem (0,5 mg/ml)na 10 — 20 min. Po vytazeni byl gel pfemistén

do transiluminatoru, nasledovalo foceni v UV spektru pii expozi¢nim case 3s.

445 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova rekce byla provedena v objemu 20 pl. Reakéni smés
obsahovala 1x PCR pufr, 0,01% Cresol red, 200 umol/l jednotlivych dANTP, 1 pmol/l primeru,
0,5U Taq polymeréazy a 10 ng DNA. Polymorfni markery (primery) byly vybrany z genetické
mapy mapovaci populace DV92 x G3119 (diplomova prace Vanzurova). Celkem bylo
vybrano 40 SSR markerti a 2 STS.

Podminky PCR pro SSR primery

Zahtati 95 °C -5 min

Denaturace 95°C-30s

Prisedani 1-30s (viz tab. 2) 40 cykla
Polymerace 72°C30s

Zaveérecna polymerace 72 °C 10 min

Tab. 2 Pouzité primery SSR a STS markeru

Chromozom 1A™

Marker | Primery Ta

SMP F GCA AGG GAA GAG AAA AGC AG 55 °C
R TTT CTC AAT CTC ATG TTA TCC TTC A

Chromozom 2A™

Marker |Primery Ta

wmcec602 |FTAC TCC GCT TTG ATA TCC GIC C 61 °C
R GTT TGT TGT TGC CAT CAC ATT C
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Tab. 2 pokracovani

wmecb22 |FARA AAT CTC ACG AGT CGG GC 61 °C
RcCcC GAG CAG GAG CTA CAA AT

wmc296 |FGAA TCT CAT CTT CCC TTG CCA C 61 °C
R ATG GAG GGG TAT AAA GAC AGC G

wmec453 |FACT TGT GTC CAT AAC CGA CCT T 61 °C
RATC TTT TGA GGT TAC AAC CCG A

gwm122 |F GGG TGG GAG ARA GGA GAT G 60 °C
R AAA CCA TCC TCC ATC CTG G

wmc474 |FATG CTA TTA AAC TAG CAT GTG TCG 61 °C
R AGT GGA AAC ATC ATT CCT GGT A

owm301 |FAGT TTT GTG CAT GGG AAT GA 55 °C
R GCG ATT GTT CTG CAA ATT CA

gwm515 |FAAC ACA ATG GCA AAT GCA GA 60 °C
RCCT TCC TAG TAA GTG TGC CTC A

gwm249 |FCAA ATG GAT CGA GAA AGG GA 55 °C
RCTG cCA TTT TTC TGG ATC TAC C

wmc420 |FATC GTC AAC AAA ATC TGA AGT G 51 °C
R TTA CTT TTG CTG AGA AAA CCC T

gwm71 |FGGC AGA GCA GCG AGA CTC 60 °C
R CAA GTG GAG CAT TAG GTA CAC G

gwma382 F GTC AGA TAA CGC CGT CCA AT 60 °C
R CTA CGT GCA CCA CCA TTT TG

barcl22 |FccC GIG TAT ATC CAG GAG TG 52 °C
R CAG CCC TTG TGA TGT GAT G

wmc407 |FGGT AAT TCT AGG CTG ACA TAT GCT C 61 °C
R CAT ATT TCC AAA TCC CCA ACT C

Chromozom 4A™

Marker |Primery Ta

wmcl6el |FACC TTC TTT GGG ATG GAA GTA A 61 °C
RGTA CTG AAC CAC TTG TAA CGC A

gwm494 |FATT GAA CAG GAA GAC ATC AGG G 60 °C
R TTC CTG GAG CTG TCT GGC

cfa2173 |FGAC ATA CTC CGG CGT TGA AT 60 °C
R TTC CCA GGA CAT CCT TCT TG

wmec89 |FATG TCC ACG TGC TAG GGA GGT A 61 °C
R TTG CCT CCC AAG ACG AAA TAA C

bcdl738 |F TGA GCA CTA ACC CTG CCT TA 50 °C
R TGA TGC ACA CCT CAA GCA AT

barcl06 |FGCC CTC AAA TAA TTA CGC CAA TCC CTA TG 50 °C
R GCG TCA AGA TCA GAA GGC ATC CTA TTA TTG

cfd71 FCcAA TAA GTA GGC CGG GAC AA 60 °C
R TGT GCC AGT TGA GTT TGC TC

gwm397 |FTGT CAT GGA TTA TTT GGT CGG 55 °C
R CTG CAC TCT CGG TAT ACC AGC

Chromozom 5A™

Marker | Primery Ta

gwmeé FCGT ATC ACC TCC TAG CTA AAC TAG 55 °C
RAGC CTT ATC ATG ACC CTA CCT T

wmc371 |FGGA AAC CAA GGC AGC AGT CA 61 °C
R CCA GGG CTA CTT CAG CCA GG

barc303 |FGCG AGC TAT GAT CTG ATG AGG AG 50 °C
RGCG TGT CCT ACT AAT CCA ACT TG

barcll7 |FTCA TGC GTG CTA AGT GCT AA 52 °C
R GAG GGC AGG AAA AAG TGA CT
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Tab. 2 pokracovani

wmc805 |F GAT GCT GCT GCA CCA AAC TC 61 °C
RGCC TTT TCC ATG CCA CAC T

gwm639 |FCTC TCT CCA TTC GGT TTT CC 55 °C
R CAT GCC CCC CTIT TIC TG

gwm126 |FCAC ACG CTC CAC CAT GAC 60 °C
RGTT GAG TTG ATG CGG GAG G

cfda7 FTGA CCA TGT CAT GTT TTA TAC CAC T 60 °C
R TGG ACT ACA TGT CAA GCA CAA A

cfa2149 |FCTT GGA GCT CGG GTA GTA GC 60 °C

R AAG GCA GCT CAA TCG GA GTA
Chromozom 6A™

Marker |Primery Ta

wmcdl7 |FGTT CTT TTA GTT GCG ACT GAG G 51 °C
R CGA TGT ATG CCG TAT GAA TGT T

gwm570 |FTCG CCT TTT ACA GTC GGC 60 °C

R ATG GGT AGC TGA GAG CCA AA
Chromozom 7A™

Marker |Primery Ta

cfa2174 |FACG GCA TCA CAG GTT AAA GG 60°C
RGGT CTT TGC ACT GCT AGC CT

wmc405 |FGTG CGG ARA GAG ACG AGG TT 61 °C

R TAT GTC CAC GTT GGC AGA GG
Neurcena pozice

Marker |Primery Ta

cfd223 |FAAG AGC TAC AAT GAC CAG CAG A 60°C
RGCA GTG TAT GTC AGG AGA AGC A

wmcl79 |FCAT GGT GGC CATG AGT GGA GGT 61 °C
RCAT GAT CTT GCG TGT GCG TAG G

gwme636 |FCGG TAG TTT TTA GCA AAG AG 50°C

R CCT TAC AGT TCT TGG CAG AA

4.4.6 Nedenaturujici polyakrlyamidova elektroforéza

Separace amplifikovanych vzorkii DNA z PCR byla provedena pomoci nedenaturujici
polyakrylamidové elektroforézy v6% gelu o tloustce 1 mm. Gel byl pfipraven smichanim
15 ml 5x TBE, 22,5 ml 40% smési N, N,-metylenbisakrylamidu 19 : 1, 110 pl TEMEDu,
1 ml 10% APS a doplnén vodou do 150 ml. Polymerace probihala asi 40 minut pii pokojové
teploté. Ztuhly gel byl upevnén do elektroforetické aparatury a obé vany (anadova i katodova)
byly naplnény 0,5x TBE pufrem. Do spodni, anodové, vany bylo pfidano 10 pl 10% ethidium
bromidu. Pro nasyceni gelu ethidum bromidem byla aparatura spusténa na tzv. prerun,
asi 1 hodina pii 300 V. Poté bylo naneseno 5 pl velikostniho markeru a 5 pl amplifikovaného
vzorku DNA. Separace probihala 40 — 60 minut pt#i 350 V. Separovana DNA byla

vizualizovana a dokumentovana systémem Syngene.
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4.4.7 Konstrukce genetické mapy

Genetickd vazebnd mapa byla konstruovana za pouziti programu JoinMap 4 (Van
Ooijen, 2006) analyzou rekombinacni frekvence mezi vSemi polymorfnimi markery.
Genetickd vzdélenost mezi jednotlivymi markery byla vypocitdna pomoci Kosambi funkce
(Kosambi, 1943). Pro identifikaci vazebnych skupin byla pouzita metoda regresniho
mapovani. K identifikaci vazby markerd byly vyuzity pouze kombinace markert
s rekombinaéni frekvenci mensi nez 0,4 a LOD skore vétsim nez 1. Po pfidani kazdého

markeru bylo provedeno ptepocitani s ohledem na ptilehlé tfi markery (tripple).

448 Software

Pro zpracovani vysledki a konstrukci genetické mapy byl pouzit nasledujici software:

e JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006) — vytvoieni mapy.

e Microsoft Office Excel 2007 — jednoduché statistické metody a zpracovani seshiranych
fenotypickych dat.
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5 Vysledky

5.1 Molekularni markery

Polymerazova tetézova reakce byla provedena na 184 liniich F, mapovaci populace
s 40 SSR a 2 STS markery, u kterych byl pfedpokladan polymorfismus na zakladé genetické
mapy DV92 x G3116 z diplomové prace Mgr. Vanzurové. VSechny vybrané markery

vykazovaly jednobodovy polymorfismus v nové mapovaci populaci (viz obr. 13 a 14).

M2 345 67 89 10111213ABH K

1000 bp — =
500 bp ~

100 bp
Obr. 9: Polymorfismus SSR markeru wmc453 v polyakrylamidovém gelu. M — velikostni
marker, A—rodi¢ DV92, B — 258, H — heterozygot, K — negativni kontrola, 2 — 13 — mapovaci populace

M12 3456 7891011121314ABHK

500 bp

100 bp

Obr. 10:Polymorfismus STS markeru owm301v polyakrylamidovém gelu. M — velikostni
marker, A—rodi¢ DV92, B — 258, H — heterozygot, K — negativni kontrola, 2 — 14 — mapovaci populace
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5.2 Geneticka mapa

Geneticka mapa byla zkonstruovana pomoci pouzitych 40 SSR a 2 STS markert za pouziti
programu JoinMap 4. Pro identifikaci jednotlivych vazebnych skupin byla pouzita metoda
regresniho mapovani a pro vypocet rekombinaéni frekvence mezi jednotlivymi markery byla
pouzita funkce Kosambi (Kosambi, 1943). Ackoli vybrané markery nepokryvaly rovnomérné
vSech 7 chromozomi mapovaci populace, byl identifikovan marker ve vazb¢ s fenotypem.
Fenotyp se nachazi na dlouném rameni 5A™ chromozomu a je ve vazb& s markerem gwme6
(viz obr. 11).

Distance
LG1 rf
gwm 639 a
16.78

wmedl 1
341

wmecdla a4
barcild

45.58

fenotypH
14.89
gwm G

225

cfa? 149

Obr. 11: Vazebna mapa 5A™ chromozomu T. monococcum L. Leva strana — pouzité markery,
prava strana — frekvence rekombinaci.

5.3 Fenotyp

Z celkového poctu 184 linii, na kterych byla provedena polymerazova fetézova reakce
s 40 SSR a 2 STS markery, vykazovalo 54 (29,4 %) linii rezistenci k padli travnimu. Hodnoty
odpovidaji recesivnimu genu rezistence. To potvrdil i test dobré shody (x°) pii 5% hlading

vyznamnosti.
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6 Diskuse

Padli travni Blumeria graminis (DC) Speer f.sp. tritici patii mezi nejvyznamné&jsi
Skiidce na pSenici. Ztraty na vynosu zpusobené touto houbou mohou dosahovat az 30 %,
je proto nutné Slechtit nové odolné kultivary. Velikost a struktura genomu pSenice seté
T. aestivum L. komplikuje tyto snahy, proto se vyuziva druht s nizsi ploidii, jakym je vysoce
polymorfni pSenice jednozrnka T. monococcum L., ktera je blizce piibuzna donoru

subgenomu A pSenice setg.

Celkem bylo testovano 40 SSR a 2 STS markery na 184 liniich nové F, mapovaci
populace vzniklé kiizenim rodica rezistetni linie DV92 a vnimavé linie 258. Vsechny vybrané
markery vykazovaly jednobodovy polymorfismus. Rostliny byly inokulovany smésnym
vzorkem padli travniho ptivodné odebranym z rodiCovské linie 258. Distribuce fenotypt
odpovidala jednogenové rezistenci Vv recesivni konstituci. Ve vazbé s fenotypem byl
identifikovan SSR marker gwme6, ktery se nachazi na dlouhém rameni 5A™ chromozomu
(Vanzurova, 2013).

Zatim jako jediny recesivni gen rezistence na 5A™ chromozomu byl identifikovan gen
pm2026, ktery se nachéazi na dlouhém rameni. Pm2026 byl uspésné vnesen do tetraplodni

pSenice, ktera slouzi jako donor pro vneseni genu do pSenice seté (Xu et al., 2008).

Vzhledem k faktu, 7e zatim nejsou znamy jiné geny rezistence na SA™ v recesivni
konstituci, s velkou pravdépodobnosti se jedna pravé o gen pm2026. K potvrzeni ¢i vyvraceni
této hypotézy bude tfeba provést dal§i experimenty, piedev§im zopakovani experimentu
S pouZzitim primert z citované préce. V piipad¢ potvrzeni bude nutné zahustit vazebnou mapu
dal$imi markery. Z divodu nizkeho polymorfismu mezi liniemi DV92 a 258 bylo jejich

rozlozeni v ramci vSech sedmi chromozomu T. monococcum L. nerovhomeérné.
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[ 7.aver

Cilem bakalaiské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na T. monococcum L., padli
travni, geny rezistence k padli v pSenici, genetické markery a konstrukce mapovacich
populaci. Prakticka ¢ast méla za cil konstrukci genetické mapy F, mapovaci populace
T. monococcum L. za pouziti STS a SSR markert a lokalizaci oblasti odpovédné za rezistenci

k padli travnimu.

Experiment byl proveden na 184 liniich nové F, mapovaci populace vzniklé kiizenim
rodi¢ DV92 a 258. Pouzité linie byly inokulovany ve stadiu tfetiho listu a fenotyp byl
hodnocen mésic po inokulaci. Distribuce fenotypu odpovidala Pm genu v recesivni konstituci.
Na vSech 184 liniich byla provedena polymerazova fetézova s 40 SSR a 2 STS markery.
Podatilo se identifikovat marker (gwm6) ve vazbé s fenotypem na dlouhém rameni
5A™ chromozomu. ldentifikovana oblast odpovida svoji polohou i recesivni konstituci genu
pm2026 (Xu et al., 2008).
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8 Seznam zKratek

AGT
APR
Bg
Bgh
Bot

bp

cDNA
DNA

ECM

HR
ISH
MAS
PCR
PGT
Pm

PP

Adenin

Appressional Germ Tube (sekundarni kli¢ici hyfa)
Adult Plant Resistance (rezistence dospélych rostlin)
Blumeria graminis

Blumeria graminis f.sp.hordei

Blumeria graminis f.sp.tritici

Parti bazi (base pair)

Cytozin

Komplementarni DNA

Deoxynukleové kyselina

Extracellurar Matrix (extracelularni tektina)

Guanin

Hypersensitive Response (hypersenzitivni reakce)

In situ hybridization (in situ hybridizace)

Marker Assisted Selection (selekce za pomoci markeru)
Polymerazova fetézova reakce

Primary Germ Tube (primarni kli¢ici hyfa)

Powdery mildew resistance gene (gene rezistence proti padli)

Penetration Peg
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R gen

RAPD

RFLP

RNA
SNP
SSR

STS

TE

Resistance gene (gen rezistence)

Random Amplified Polymorphic DNA (nahodné amplifikovana polymorfni
DNA)

Restriction Fragment Length Polymorphism (délkovy polymorfismus

restrikénich fragmentit)

Ribonukleova kyselina

Single-Nucleotide Polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
Simple Sequence Repeats (mikrosatelitové repetice)
Sequence-Tagged Sites (misto se sekvenéni adresou)

Thymin

Transponovatelny element
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