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Souhrn

vvvvvv

plodin svéta. V soucasnosti vSak jeji produkce nedokdze plné pokryt poptavku stale se
rozrustajici lidské populace a je ohrozovana ménicimi se klimatickymi podminkami. Osevné
plochy neni mozné neomezené rozsifovat, proto je nutné Slechtit kultivary odolné vuci
biotickym a abiotickym stresim a se stabilnim a vysokym vynosem. K tomu je potieba
dostatek kvalitnich genetickych map s markery v tésné vazbé s lokusy pro agronomicky
vyznamné znaky. Velikost a komplexita genomu pSenice je hlavni obstrukci v tomto usili,
proto jsou pro zjednoduSeni mapovani pouzivany piibuzné druhy se snizenou ploidii.
V piipadé genomu A pSenice to nejcasteji byva T. monococcum. Cilem predlozené prace bylo
prispét k mapovani agronomicky dulezitych znakti testovanim vhodnosti IRAP markert pro

mapovani u pSenice. Prace se sklada ze dvou ¢asti, teoretické a praktické.

Teoreticka Cast prace je zaméfena na piehled mapovacich a markerovacich technik
a vynosovych prvki psSenice. Prakticka cast prace je zamétena na testovani vhodnosti IRAP
markerd pro zahusténi genetické mapy a mapovani vynosu a prvka vynosu u T. monococcum.
Celkem bylo analyzovano 108 IRAP primert na 89 liniich RIL mapovaci populace z kfizeni
planého T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 a kultivovaného T.monococcum ssp.
monococcum DV92. Polymorfni DNA fragmenty mezi rodi¢i mapovaci populace byly
pozorovany u 20 % z nich. Pocet polymorfnich DNA fragmentl na jeden IRAP se pohyboval
vrozmezi 1 az 5. Celkové bylo ziskdno 40 IRAP markert, které byly pouZity k zahuSténi

mapy T. monococcum a byl u nich hodnocen potenciél pro mapovani prvkll vynosu.



Summary

Bread wheat (Triticum aestivum L.) belongs in term of nutrition among one of the most
important crops in the world. Recently, its production does not fully cover requirements
of groowing human population and above that is compromised by changing climatic
conditions. Also, extensiont of aralbe land is limited. Breeding cultivars resistant to biotic and
abiotic stress and with stable high yield is the main solution to these problems. For fast and
efficiens breeding high-quality genetic maps with markers tightly linked to agronomically
important traits are crucial. Hovewer, size and complexity of wheat genome is the main
obstruction in this efforts. One of a ways to facilitate the mapping is using wheat relatives
with lower ploidies. In case of wheat genome A the T. monococcum it is the most common
substitute. The ain aim of the proposed work was to contribute to the T. monococcum
mapping by testing suitability of the IRAP markers for wheat mapping. The work is

composed of two parts, theoretical and practical.

The theoretic part of the work is targeted to reviewing of present state of wheat markers
and yield traits mappings. The practical part of this work is focused to testing of the IRAP
markers for implementation to wheat genetic maps and for mapping of vyield traits
in T. monococcum. 108 IRAP primers were analysed on 89 lines of RIL mapping population
from the cross of wild T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 and -cultivated
T. monococcum ssp. monococcum DV92. 20 % of them showed polymorphic DNA fragments
between parental lines of the mapping population. In general 1 to 5 polymorphic DNA
fragments per primer were observed. Totally 40 IRAP markers were acquired and mapped

to the T. monococcum map and their value for yiedl traits mappig was evaluated.
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1 Uvod

Jiz na zacatku zemédé€lstvi (zhruba pted 10 000 lety) mély obiloviny obrovsky vyznam
pro vyzivu lidstva. Kvili svému vynosu, nutri¢ni hodnoté a snadnému uskladnéni byly mnohé
seta (Triticum aestivum L.), kteratvoii~ 90 % svétové produkce pSenice a je hlavni
potravinou pro 35 % svétové populace. Vzhledem ke stale se rozrustajici lidské populaci je
nutné zvySovat produkci této obiloviny. Timto problémem se zabyva tada Slechtitelskych
programi, které vSak nardzi na prekazky v podobé velikosti genomu (2n = 6X = 42,
AABBDD, 1C = 16 974 Mb) a v piitomnosti tfi subgenomt s homeolognimi chromozdémy.
Proto se pro zjednoduseni mapovani pouzivaji blizce piibuzné druhy s niz§im stupném
ploidie, které slouzi jako modely pro jednotlivé subgenomy. Pro mapovani genomu A to
nejastéji byva T. monococcum, které je ptibuzné s T. urartu, donorem tohoto genomu.
Dalsim ptfedpokladem efektivniho Slechténi je dostatek kvalitnich genetickych map
a vhodnych markert pro agronomicky vyznamné znaky nebo markert v t€sné vazbé k témto
znakim. S rozvojem molekularni biologie a s rozsifovanim znalosti o sekvenci genomu

pSenice bylo vyvinuto mnoho riznych typi markert.

Predkladand prace se zabyva testovanim potencidlu IRAP marker pro mapovani

vynosu a jeho prvkt u T. monococcum.



2 Cile prace

1.  Vypracovani reserSe o vyuziti genetickych markerd pro tvorbu genetickych map

a 0 vynosovych prvcich psenice.

2.  Testovani potencidlu IRAP markert pro zahusSténi genetické mapy a mapovani vynosu

a prvki vynosu u Triticum monococcum L.
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3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 OBILOVINY

Obiloviny patfi mezi nejvyznamnéj$i plodiny z hlediska vyzivy lidstva. Ttetinu
celosvétové produkce obilovin tvoii rostliny z kmene Triticeae, jehoZ soucasti jsou rody
Triticum, Secale a Hordeum. Kmen Triticeae fadime do podceledi Pooideae a ¢eledi Poaceae
(Devos a Gale, 1997).

Rod Triticum zahrnuje diploidni (2n = 2x = 14) Triticum monococcum L.
a T. boeoticum Boiss., T. urartu, tetraploidni (2n = 4x = 28) T. turgidum L., T. turgidum ssp.
durum, T. turgidum ssp. dicoccum atd. a hexaploidni (2n = 6x = 42) T. spelta L.
a T. aestivum L. Nejproduktivngjsi plodinou tohoto rodu je T. aestivum L., ktera tvoii ~ 90 %
svétové produkce psSenice (http://faostat.fao.org/). Zaroven je zékladni potravinou pro 35 %

vvvvvv

Triticum.

PSenice seta je allohexaploidni (2n = 6x = 42, AABBDD) obilovina, jejiz genom je
slozen ze tii sad homeolognich chromozomut (A, B, D). Tyto chromozémy jsou castecné
homologni (zachovany obsah a potadi genil), takze se mohou b&hem meidzy parovat
arostlina je tak schopna produkovat fertilni potomstvo (Devos a Gale, 1997; Keller a kol.,
2005).

Evoluce genomu moderni hexaploidni pSenice zapocala pied 0,5 az 3 miliony lety
(Schéma 1). V té dobé doslo k hybridizaci diploidni psenice T. urartu (2n = 2x = 14, A"AY),
ktera byla donorem genomu A (Dvoték a kol., 1988; Dvotak a kol., 1993), s dosud nezndmym
diploidnim druhem ze sekce Sitopsis, donorem genomu B, ktery byl blizce ptibuzny
s Aegilops speltoides (SS; Dvotak a Zhang, 1990). Vysledkem byla tetraploidni pSenice
T.turgidum (2n = 4x = 28, A"A"BB). T. turgidum v sob& kombinovala vlastnosti svych
diploidnich pfedkl. Diky tomu méla vyssi vynos a vétSi schopnost adaptace na ménici se
podminky prostfedi. Pfed vice nez 10 000 lety byla T. turgidum domestikovana. Nasledn¢ z ni
bylo vyslechténo né¢kolik odrtid, z nichz je v soucasnosti nejvice péstovan poddruh
T. turgidum ssp. durum (pSenice tvrda). Pfed 8 000 az 10 000 lety doslo k druhé hybridizaci,
tentokrat T. turgidum s divokym diploidnim druhem Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, DD),
donorem genomu D. Vysledkem kfizeni byla hexaploidni pSenice T. aestivum (2n = 6x = 42,

AABBDD). Diky genim z genomu D ziskala T. aestivum lepsi schopnost adaptace na

11



kontinentalni klima, coz vedlo k jejimu vét§imu geografickému a ekologickému rozsifeni

oproti T. turgidum (Feuillet a kol., 2007).

Schéma 1: Evoluce genomii pSenic

T. monococcum A™A™

— T. zhuko vskyi AAGGA™A™
T. urartu AA

T. timopheevii AAGG
T. turgidum AABB

T. aestivum AABBDD

Ae. speltoides SS

Ae. tauschii DD

(ptevzato z Dvotak a kol., 2006)

Mapovani genomu pSenice je znacné komplikovano jeho velikosti (1C = 16 974 Mb),
pritomnosti tfi homeolognich subgenomu a obsahem repetitivnich sekvenci ¢ 80 % genomu).
Pro zjednoduSeni se vyuZivaji genomy diploidnich a tetraploidnich blizce pfibuznych
obilovin, které slouzi jako modely pro jednotlivé subgenomy (A, B, D) hexaploidni pSenice
(Keller a kol., 2005). Pro mapovani subgenomu A lze pouzit diploidni T. monococcum
(A"A™), které je blizce piibuzné T. urartu (A"A"; Dvotik a kol., 1993), nebo tetraploidni
T. durum, které muze byt pouzito i pro subgenom B (Obr. 1). Subgenom D je nejvice

podobny genomu Ae. tauschii. Tuto strategii pivodné navrhl Gill a kol. (1991).
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riticum AU // B Triticum
monococcum ’ \S‘ /// durum
diploidni \\ // tetraploidni
model = model

genomu A" genomu AB
o ,(m
M D T

Aegilops tauschii Triticum aestivum

diploidni model genomu D hexaploidni psenice

Obr. 1: Strategie mapovani genomu hexaploidni pSenice seté

Pro zjednoduseni se pouzivaji blizce pfibuzné druhy s nizsi ploidii, které slouzi jako modely jednotlivych

subgenom (A, B, D; upraveno podle Keller a kol., 2005).

3.1.1 Triticum monococcum L.

Psenice jednozrnka (Triticum monococcum L.) je diploidni pSenice (2n = 2x = 14,
A"A™ s plochym dvoufadym osinatym klasem a pluchatymi zrny (Obr. 2). Jak jiz nazev
napovida, produkuje jedno semeno na obilku. Minoritné se vsak vyskytuji i dvousemenné

kultivary.

Vyslechténé jednozrnky jsou blizce piibuzné s plevelnymi formami pSenice,
oznacovanymi jako divoka jednozrnka nebo Triticum boeoticum Boiss. emend. Schiem.,
jejichz hlavni lokalitou je Blizky vychod. Mezi T. boeoticum Boiss. emend. Schiem.
a T. monococcum L. neni zadny morfologicky rozdil, také geneticky si jsou velmi blizké
(diploidni s identickymi chromozémy). Z toho divodu byva T. boeoticum, jakozto divoky
predek soucasn¢ T. monococcum L. (Heun a kol, 1997), uvadén jako poddruh
T. monococcum L. Jednou z mala odli$nosti, mezi divokou a kulturni jednozrnkou, je zptsob,
jakym Sifi sva semena. T. boeoticum ma kiehky klas, ktery se v dob¢ zralosti zacne
samovolng rozpadat. Tim padem dojde k uvolnéni obilek a k jejich rozptylu po okoli. Naproti
tomu u kulturnich jednozrnek se obilky z klasu uvoliuji az za ptsobeni tlaku. Jsou tak plné

odkazany na ¢innost ¢loveka (Zohary a Hopf, 2000).
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V soucasnosti mé jednozrnka minimalni zemédélsky vyznam. Kvili malému vynosu je
péstovana prevazné jen jako krmivo a to v hornatych oblastech Turecka, Italie, Spanélska,

Némecka, Svycarska a Balkanského poloostrova (Zohary a Hopf, 2000).

Obr. 2: Triticum monococcum L.

(ptevzato z http://botany.cz/cs/triticum-monococcum/)
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3.2 GENETICKE MARKERY A TYPY GENETICKYCH
MARKERU

V ekologickych, evoluénich, taxonomickych, fylogenetickych a genetickych studiich se
na popis sledovanych znakd pouzivaji definované znacky — markery (barva, tvar,
pritomnost/neptitomnost znaku atd.). Markery se podle druhu studovanych znacek rozdélu;ji
na morfologické, popisujici vnéjsi kvalitativni a kvantitativni znaky, a molekularni, popisujici
rozdily na trovni DNA, proteinti a dal§ich metabolitl. V posledni dobé se molekularni
markery dostaly do popfedi hlavné diky prudkému rozvoji biochemie a molekularni biologie

(Agarwal a kol., 2008; Schulman, 2007).

3.2.1 Morfologické markery

Vizualni hodnoceni morfologickych znakl, bez pouziti specidlnich biochemickych
a molekularnich metod, ma pocatky jiz v 19. stoleti. Tehdy Johan Gregor Mendel zkoumal

dédi¢nost rozdilnych fenotypovych projevi u hrachu (barvu kvétu, tvar semen atd.; Agarwal

a kol., 2008).

Morfologicky znak Ize pouzit jako marker za pfedpokladu, Ze je fizen jednim lokusem
a vnéjsi podminky nemaji vliv na jeho expresi. V mnoha ptipadech je vSak fenotypovy projev
vysledkem interakce vice genli nebo genli a wvné&jSich vlivi,, coz limituje mnoZzstvi

pouzitelnych morfologickych markeri (Kumar, 1999; Schulman, 2007).

3.2.2 Molekularni markery

Pro charakterizaci studovanych organizmii se dlouho pouzivaly pouze morfologické
markery. Tato technika je vSak omezena nizkym stupném polymorfizmu fenotypovych znaku,
které jsou siln¢ ovliviiovany vnéjs§imi podminkami. Navic u nékterych rostlin (mechy a fasy)
je obtizné najit dostatecné mnozstvi téchto markerti. V soucasnosti se pro detailngjsi
a presnéjsi studium variability pouzivaji molekularni markery, které detekuji polymortizmus
na urovni molekul. Konkrétn¢ se jedna o biochemické a DNA markery (Weising a kol.,
2005c).
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3.2.2.1 Biochemické markery

Biochemické markery detekuji variabilitu na trovni produkta genii, jako jsou protilatky,
enzymy, hormony, sekundarni metabolity a dalsi latky, které se vyskytuji v pletivech, tkanich,
krvi atd. Nejcast&jsi metodou je izozymova a alozymova analyza. 1zozymy jsou enzymy,
které vznikly z riznych genl. Maji odlisnou strukturu, ale katalyzuji stejnou chemickou
reakci. Alozymy jsou produkty ortolognich gent. LiSi se od sebe nékolika malo

aminokyselinami.

Principem analyzy polymorfizmu je separace jednotlivych enzyml smési nativni
elektroforézou. Takto lze detekovat pfitomnost/nepiitomnost jednotlivych forem enzymd, coz

muze slouzit jako znak ptibuznosti, nemoci nebo jiné abnormality (Flegr, 2009).

Biochemické markery se uplatiuji v populacni biologii, ekologii, fylogenetice
aVvsoudnim lékarstvi. Vyhodou je jejich kodominantni charakter a nizké naklady na
zpracovani, které je Casové nendrocné. Problémem je Casta nestabilita proteintli, ktera
vyzaduje rychlé¢ zpracovani vzorkl. Tento typ markerti lze pouzit pouze pro analyzu
koédujicich oblasti DNA. Navic polymorfizmus je hodnocen pouze na zaklad¢é piitomnosti
a neptitomnosti produktu genu. Sekvence proteinli je vSak mnohem vice konzervovana, nez
sekvence jeho genu, ve kterém se mohou hromadit synonymni mutace, které nelze touto
technikou detekovat (Weising a kol., 2005e).

3.2.2.2 DNA markery

DNA markery jsou nukleotidové sekvence odpovidajici specifickému mistu v genomu.
Tyto sekvence se mohou mezi jednotlivymi organizmy lisit (jsou polymorfni). Vyuziti DNA
markert, pro vyhledavani rozdili v nukleotidovych sekvencich, bylo umoznéno az s rozvojem
molekularnich metod. Podstatnou vyhodou DNA markerd oproti biochemickym
a morfologickym markerim je nezavislost na vnéjsich podminkach, detekovatelnost ve vsech

tkanich a informace o polymorfizmu v kodujicich i nekodujicich oblastech DNA.

Pro odvozovani a mapovani markerti se vyuziva dvou piistupti, na zédkladé kterych lze
markerovaci techniky rozd¢lit na techniky (1) zaloZené na hybridizaci, jako jsou napiiklad:
DNA C¢ipy, ISH (in situ hybridization), RFLP (restriction fragment length polymorphism)
a (2) pouzivajici PCR: AFLP (amplified fragment length polymorphism), AP-PCR (arbitrarily
primed-PCR), CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence), DAF (DNA amplification
fingerprinting), IMP (inter-MITE polymorphism), iPBS (inter-PBS amplification), IRAP
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(inter-retrotransposon amplified polymorphism), ISBP (insertion site based polymorphism),
RAMP (randomly amplified microsatellite polymorphism), RAPD (random amplified
polymorphic DNA), REMAP (retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism),
SCAR (sequence characterized amplified region), SNP (single nucleotide polymorphism),
S-SAP (sequence-specific amplification polymorphism), SSCP (single strand conformation
polymorphism), SSR (simple sequence repeats), STS (sequence tagged site) a mnohé dalsi.
Bohuzel zadna z nich neni idealni pro vSechny piipady. Pii volbé techniky se bere v potaz
stupent polymorfizmu, kterého marker u studovaného organizmu dosahuje, frekvence jeho
vyskytu, specifi¢nost, reprodukovatelnost, pracnost a cenova naroc¢nost (Agarwal a kol., 2008;
Kumar, 1999). Ngkteré techniky, vyznamné pro mapovani genomu rostlin, jsou blize

charakterizovany v nasledujicich podkapitolach.

3.2.2.2.1 Techniky zaloZené na hybridizaci

Podstatou téchto technik je schopnost denaturované DNA za vhodnych podminek
renaturovat a vytvafet opét dvouvlakno. Béhem tohoto procesu mohou vznikat vodikové
vazby mezi komplementarnimi vlakny DNA (tvorba homoduplexti) ale i mezi DNA a RNA
vlakny z rlznych zdroji, ktera mohou byt modifikovana (vznik heteroduplexa).
Heteroduplexy jsou produkty nehomolognich reasocia¢nich reakci - hybridizaci. Specifi¢nost
hybridizace 1ze ovlivnit reakénimi podminkami (koncentrace DNA, RNA, soli a formamidu,
teplota atd.). Pouzitim oznacenych fragmenti nukleovych kyselin lze hybridizaci vyuzit
k detekci specifickych lokusi. Hybridizace se provadi in situ (na chromozému/ jadie) nebo na

pevnych nosicich (nitrocelulézové/nylonova membrana/Cip).
3.2.2.2.1.1 RFLP

RFLP je nejstarsi technikou mapovani vyuzivajici hybridizaci DNA, kterd byla jako
prvni pouzita pro detekci DNA polymorfizmu a tvorbu genetickych map. Vyuziva schopnosti
restrikénich endonukleédz $tépit molekulu DNA ve specifickych sekvencich. Restrikci vzniklé
fragmenty jsou podle velikosti separovany gelovou elektroforézou, denaturovany a preneseny
na membranu, kde jsou specifické lokusy vyzualizovany hybridizaci se znacenou sondou.
Délkovy polymorfizmus RFLP fragmentl je dan mutacemi v restrikénim misté nebo mezi

dvéma restik¢nimi misty (Brown, 2007).
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Metoda RFLP je spolehliva, vysoce reprodukovatelna a RFLP markery jsou v pfevazné
mife kodominantni. RFPL markery se pouzivaji pii analyze genomi rtznych organismu
(Botstein a kol., 1980). Nevyhodou RFLP je potiecba velkého mnozstvi kvalitni DNA,
Vv kombinaci se Southernovou hybridizaci ¢asova naroCnost a nutnost znacené sondy. Pro
svoji pracnost je RFLP metoda v soucasnosti nahrazovana PCR-RFLP, ktera vyzaduje mensi
mnozstvi DNA a umoznuje rychle analyzovat zmény v sekvenci DNA (Haliassos a kol.,
1989).

3.22.212ISH

Hybridizace in situ je technika, ktera prostfednictvim znacenych sond lokalizuje
konkrétni sekvence DNA v mitotickych a meiotickych chromozémech (de Jong a kol., 1999)
nebo v interfaznich jadrech (Fransz a kol., 1996). Metoda se pouziva pro identifikaci
polymorfizmui repetic nebo jednotlivych gent (Fransz a kol., 1996). Pro detekovany usek je
pfipravena sonda (jednovlaknovd molekula DNA), ktera se komplementarné vaze na cilové
misto a ozna¢i ho. Dfive se sondy pro hybridizaci znacily radioaktivngé, v soucasnosti
predevsim fluorescen¢né (FISH, fluorescence in situ hybridization). FISH sonda muze byt
zna¢ena piimo, fluorochrom je navazan rovnou na nukleotidech, nebo je sonda znacena
chemicky a az nasledné¢ se detekuje prostfednictvim fluorescencné znacené protilatky.
Vizualizace navazanych sond se provadi fluorescenénim mikroskopem (Doskat a Smarda,
2005). FISH lze provést na interfaznich jadrech, na mitotickych a meiotickych
chromozomech, nebo na vldknech DNA (fiber-FISH), kde se dosahuje nelepsiho rozliSeni

(Fransz a kol., 1996).

3.2.2.2.1.3 DNA cipy

DNA Cipy se nejCastéji vyuzivaji ke studiu genové exprese, K detekci mutaci
a polymorfizmi. Technika DNA ¢ipti je zaloZena na rozdilné hybridizaci jednotlivych vzorki
DNA se sondami na povrchu ¢ipu. Béhem jedné hybridizani reakce lze testovat az
desetitisice riznych nukleotidovych sekvenci, coZ zna¢né urychluje analyzu DNA a snizuje

jeji finan¢ni naklady (Gojova a Kozak, 2006; Saiki a kol., 1989; Weising a kol., 2005a).

18



3.2.2.2.2 Techniky zalozené na PCR

V 80. letech minulého stoleti byla v laboratofich Cetus Corporation v Kalifornii Kary
Mullisem vyvinuta metoda s pievratnym vyznamem pro analyzu DNA, polymerazova
fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction). Béhem PCR se in vitro amplifikuji
pozadované sekvence DNA. Pro pouziti této metody je tfeba znat nukleotidové sekvence,
které obklopuji studovanou oblast. Na n¢ pak komplementarné nasedaji primery, od kterych je
zahajena enzymatickd polymerace. Vysledkem je az miliarda kopii zvoleného useku DNA,

ktery se dale analyzuje (Brown, 2007).

Podle typu pouzitého primeru lze PCR markerovaci techniky rozdélit do dvou kategorii:
(1) pouzivajici k amplifikaci obecné primery nasedajici na anonymni mista DNA (AP-PCR,
DAF, RAPD) a (2) detekujici specifické cilové sekvence v genomu (geny, specifické jedno-
kopiové sekvence, repetice, nebo sekvence adaptori: AFLP, IRAP, iPBS, ISBP, REMAP,
SCAR, SSR, STS; Agarwal a kol., 2008).

3.2.2.2.2.1 PCR techniky s nespecifickou sekvenci primerii
3.2.2.2.2.1.1 RAPD

RAPD technika je zalozena na PCR amplifikaci fragmentd DNA za pouziti jednoho
primeru libovolné sekvence bez palindromi (9 az 10 nukleotidd), ktery naseda na homologni,
predem nezndmé, oblasti obou vlaken dvousSroubovice. Mélo stringentni podminky (nizka
teplota nasedani primeru), za kterych reakce probiha a kratkd délka primeru, zvySuji
nespecifi¢nost jeho nasedani na templat. Vysledkem je mnoZstvi amplikont o rtizné délce.
Polymorfizmus mezi testovanymi vzorky DNA se projevuje piitomnosti, respektive
nepiitomnosti amplikond v daném misté. Pfi¢inou rozdilli jsou mutace v mistech nasedani
primeru, inzerce usekll homolognich k primeru nebo inzerce/delece mezi vazbovymi misty

primeru (Williams a kol., 1990).

Pouzivani RAPD markert pro identifikaci polymorfizmi v DNA ma nékolik vyhod.
Primery s nahodnou sekvenci jsou univerzalni. Mohou byt pouzity ke genomické analyze
riznych druhii. Jednd se o rychlou a u¢innou metodu. Nicméné vysledky ziskané RAPD
technikou se mezi laboratofemi 1iSi a nelze je pouzit pro srovnani mezi riznymi studiemi.

Dalsi nevyhodou je dominantni charakter RAPD markert, kvili kterému nelze zjistit, zda je
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DNA segment amplifikovany z heterozygotniho nebo homozygotniho lokusu (Williams
a kol., 1990).

3.2.2.2.2.1.2 AP-PCR

AP-PCR byla poprvé pouzita Welshem a McClellandem (1990) pfi studiu genetické
techniky. Pro PCR jsou navrzeny nahodné primery o délce 20 a vice nukleotidii. Prvni dva
cykly amplifikace probihaji za nizké stringence, ndslednych 10 az 40 cykli za vyssi
stringence. PCR produkty jsou separovany gelovou elektroforézou. Polymorfizmus se
projevuje pfitomnosti/neptitomnosti amplikont v urcité pozici na gelu. AP-PCR je pouzivana
pfi genetickém mapovéni, populacni genetice a Slechtitelskych programech (Welsh

a McClelland, 1990).
3.2.2.2.2.1.3 DAF

Na stejném principu, jako RAPD, je zaloZzena i1 technika DAF. Béhem PCR se
amplifikuje DNA mezi dvéma primery s nahodnou nukleotidovou sekvenci. Délka DAF
primerd se pohybuje v rozmezi 5 az 8 nukleotidi. Béhem polymerazové fetézové reakce se
stiidaji dva teplotni cykly namisto tii. Diky nizké stringenci a kratké délce primerti vznika
velké mnozstvi amplikond, které jsou separovany gelovou elektroforézou a poskytuji DNA
fingerprint. Polymorfizmus mezi vzorky DNA se projevuje pritomnosti, respektive
nepfitomnosti DNA fragmentd dané délky (Weising a kol., 2005d).

3.2.2.2.2.2 PCR techniky se specifickou sekvenci primerii

3.2.2.2.2.2.1 AFLP

AFLP je technika zaloZzend na selektivni PCR amplifikaci restrikénich fragmenth
vzniklych enzymatickym $tépenim genomické DNA. AFLP je spolehlivd, vysoce
reprodukovatelna a lze ji pouzit pro detekci restrikénich fragmentd u DNA riznych
organizmi bez predchozi znalosti nukleotidové sekvence. Vysoka hustota AFLP markert
umozhuje jejich vyuziti pfi tvorbé genetickych a fyzickych map (Vos, 1995). Dale se
uplatiuji pii studiu fylogeneze, struktury populace a pfi QTL mapovani. Nevyhodou je
dominantni charakter AFLP markerd a naro¢nost optimalizace této relativné¢ komplikované

metody (Mueller a Wolfenbarger, 1999).
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3.2.2.2.2.2.2 SCAR

SCAR jsou kodominantni markery odvozené z RAPD (Sobir a kol., 2000), ptipadné
AFLP markert (Noguera a kol., 2005). A to tak, ze DNA fragment odpovidajici AFLP/RAPD
markeru je klonovan a sekvencovan. K obéma koncim AFLP/RAPD fragmentim jsou
komplementarné navrzeny SCAR primery. PCR amplifikaci vznika SCAR marker, ktery je ve
vazb¢ se stejnym lokusem, s jakym byl marker, z n¢hoz byl pfeveden. SCAR markery jsou
vysoce reprodukovatelné, avSak casové a financné€ narocné. Pouzivaji se ve Slechtitelskych

programech a pii MAS (Noguera a kol., 2005).
3.2.2.2.2.2.3STS

STS jsou kratké jedine¢né sekvence genomu. Jako STS lze pouZit napi. sekvence
exont, které mohou byt vyhledany v databazi nebo odvozeny z kloni cDNA. Polymorfizmus
se detekuje prostfednictvim PCR amplikont, které piedstavuji namnozenou DNA mezi STS.
Technika STS muze byt na zdkladé pritomnosti/neptitomnosti polymorfnich DNA fragmenti
vyuzita k analyze variability v oblastech introni (Lem a Lallemand, 2003), pro ureni

ptitomnosti konkrétnich genti nebo pti ukotvovani kontigh (Palazzolo a kol., 1991).
3.2.2.2.2.2.4 SSR

Mikrosatelity, neboli SSR, jsou kratké tandemové repetitivni sekvence slozené
z opakujicich se jednotek (motivil) o délce 1 az 6 nukleotidd, které se vyskytuji v genomech
eukaryot, zejména v nekodujicich oblastech. Jedna se o velmi variabilni oblasti genomu, ve
kterych €asto dochazi k nelegitimnim rekombinacim a ke ,,klouzani‘“ DNA polymerazy béhem
replikace. Vysledkem je zna¢né variabilni pocet repetic mezi jedinci (Li, 2002; Tautz a Renz,
1984).

Polymorfizmus SSR se analyzuje pomoci PCR. Pro PCR amplifikaci se pouzivaji
primery komplementarni k oblastem obklopujicim SSR, které byvaji v ramci druhu
konzervativni. Vysledkem jsou amplikony, které maji kviili variabilnimu poctu opakujicich se
motivll riznou délku. Na zékladé velikosti jsou PCR produkty separovany gelovou
elektroforézou. Nejlepsiho rozliSeni (1 bp) je moZné dosdhnout na kapilarnich
elektroforetickych syst¢émech s DNA znacenou fluorescencné. Také se vSak pouzivaji
agar6zové a polyakrylamidoné elektroforetické systémy s DNA vizualizovanou stiibrem,

nebo etidium bromidem.
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SSR markery jsou pro svoji vysokou variabilitu, kodominantni dédi¢nost
a reprodukovatelnost pouzivany pii studiu genetické diverzity, v genetickém mapovani, MAS,

v taxonomii a v popula¢ni genetice mnoha organizmi (Zietkiewicz a kol., 1994).

3.2.2.2.2.2.5 DNA markery zaloZené na mobilnich genetickych elementech

Mobilni elementy (ME) jsou repetitivni tseky DNA, které mohou ménit svoji pozici
v genomu, nebo se v ném Sifit prostiednictvim svych dcefinych kopii. Jako soucast
genetického materidlu se vyskytuji u vétSiny eukaryot. U ¢loveéka tvoii pfinejmensim 45 %
genomu, u trav je to 50 az 80 % (Feschotte a kol., 2002). O objev mobilnich elementi se na

prelomu 40. a 50. let minulého stoleti zaslouzila Barbara McClintock.

Mobilni elementy jsou v soucasnosti podrobné studovany a na zakladé jejich
replikacniho aparatu jsou rozdélovany do dvou tfid: tfida I (RNA elementy) a tfida II (DNA
elementy). Elementy tfidy I se v genomu pohybuji prostfednictvim RNA intermediatu. Oproti
tomu transpozice ME tfidy II probiha pfes DNA intermediat. V obou tfidach jsou zastoupeny
jak autonomni, tak neautonomni elementy. Pro autonomni elementy je typickd ptitomnost
otevieného ¢teciho ramce (ORF), ktery koduje proteiny potiebné k transpozici (retropozici).
Neautonomnim elementiim ORF chybi, proto musi pro svoji transpozici (retropozici) vyuzivat

proteiny jinych elementd.

Piiklady konkrétnich rostlinnych a ZivociSnych mobilnich elementli jsou uvedeny
v Tab. | (viz. kapitola 10). S nékterymi zastupci, ktefi maji dulezitou roli v organizaci
a evoluci genomu, se seznamime bliZe. U rostlin to jsou malé neautonomni elementy MITE
(miniature inverted-repeat transposable elements) a LTR retrotranspozény s dlouhymi
koncovymi repeticemi (LTRs, long terminal repeats). Naproti tomu u ¢lovéka jsou hojné
zastoupeny L1 a Alu elementy ze skupiny dlouhych rozptylenych nuklearnich elementi
(LINE, long interspersed nuclear element), respektive kratkych rozptylenych nuklearnich

elementt (SINE, short interspersed nuclear element; Feschotte a kol., 2002).

Elementy tridy I

Mezi ME ttidy I patii LTR retrotranspozony a Non-LTR retrotranspozony zahrnujici
autonomni LINE a neautonomni SINE. Retrotranspozony jsou soucdsti genomu rostlin,

zivocichu a hub (Feschotte a kol., 2002).
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LTR retrotranspozony svoji strukturou pfipominaji retroviry (Obr. 3). Konce maji
ohraniceny identickymi LTR sekvencemi, obsahujicimi transkripni promotor a terminator.
LTR jsou vysoce konzervativni oblasti specifické pro kazdou rodinu elementt. Stfedova ¢ast
autonomnich elementii kdduje specifické proteiny nutné pro jejich zZivotni cyklus. Konkrétné
integrazu (IN), ktera vkladd cDNA do genomu a reverzni transkriptdzu (RT) s RNézou H
(RH), které se podileji na syntéze cDNA. Dale jsou zde geny dulezité pro sestaveni infekénich
virovych ¢astic (gag — koduje proteiny virovych ¢astic, env - koduje glykoproteiny lipidového
obalu viru a pol - koéduje reverzni transkriptazu a integrazu). U endogennich retrovirt je vzdy
alespon jeden z nich mutovan, nebo zcela chybi. Mezi kodujici doménou a LTR konci jsou
PBS (primer binding site, vazebné misto pro primer) a PPT (polypurine tract) oblasti
(Kalendar a kol., 2004; Schulman, 2007). Na zaklad¢ potadi kddujicich domén a podobnosti
jejich sekvenci délime LTR retrotranspozony do tiid Copia a Gypsy. Zastupcem
neautonomnich LTR retrotranspozonu jsou LARD elementy (large retrotransposon
derivative) s vysoce konzervativni centralni doménou avsak bez kodujici funkce (Kalendar

a kol., 2004).

Copia

) LR §ezr—CAC 10T N | mT | Rn P22 7R e

Gypsy
PBS PPT
) LTR dmzer—CA AP BRT | _RH | TR
LARD
PBS PPT
rrrra NON-CODING INTERNAL DOMAIN LTR

Obr. 3: Struktura LTR retrotranspozonu (Copia, Gypsy, LARD)

Centralni oblast, kodujici GAG — proteiny virovych ¢astic, AP — aspartik proteindzu, IN — integrazu, RT —
reverzni transkriptaizu a RH — Rnazu H, je ohrani¢ena dlouhymi koncovymi repeticemi (LTR - long terminal

repeats) a sekvencemi dulezitymi pro zahajeni syntézy vlaken cDNA (PBS, primer binding site, vazebné misto
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pro primer; PPT, polypurine tract, polypurinovy usek). NON-CODING INTERNAL DOMAIN oznacuje

nekodujici oblast neautonomnich retroelementi LARD (pievzato z Kalendar a kol., 2004).

v

LTR retrotranspozény obecné patii mezi nejhojnéjsi repetitivni elementy genomu
rostlin, kde predstavuji 40 az 60 % genomu a to diky jejich replikaéni strategii ,,kopirovat
a vlozit™ (,,copy and paste*). Béhem tohoto cyklu je DNA sekvence ME piepsana do mRNA.
Nasednutim tRNA na PBS oblast RNA intermediatu je zahajena reverzni transkripce. tRNA
slouzi jako primer pro reverzni transkriptazu, ktera podle templatu nasyntetizuje (-) DNA.
Nasledné RNaza H v heteroduplexu mRNA/DNA s$tépi mRNA. Syntéza (+) DNA vlakna je
zahajena z PPT oblasti. Templatem reverzni transkriptazy je tentokrat (-) DNA. Vznikla

cDNA se pomoci integrazy liguje na novém misté (Marquet a kol., 1995).

Nejrozsitengjsimi ME u ¢lovéka jsou Non-LTR retrotranspozony (LINE a SINE), které
tvoii zhruba 30 % genomu. Retropozice jsou schopny pouze L1 a Alu. Stejné jako LTR
elementy vyuzivaji mechanizmus ,.kopirovat a vlozit“, avSak s ur¢itymi odliSnostmi. Syntéza
dcefiné cDNA probiha v oblasti bohaté na A a T baze. Pisobenim ORF2 proteinu dojde
v téchto mistech k rozstépeni jednoho vlakna cilové DNA. Na takto uvolnény 3 konec
nasedne svym poly (A) koncem mRNA intermediat, ktery slouzi jako templat pro syntézu
prvniho cDNA fetézce. Rozstépenim druhého fetézce cilové DNA vznika volna 3° OH
skupina, kterd funguje jako primer pro syntézu druhého cDNA vldkna. Kone¢nym vysledkem
je kopie L1 elementu obklopena duplikovanou cilovou sekvenci. LINE elementy se v genomu
§ifi autonomné. VSechny potiebné proteiny koduji dva cteci ramce (ORF1 a ORF2). ORF1
koéduje protein vazajici se na DNA a ORF2 endonukledzu (EN) a reverzni transkriptdzu (RT).
3" konec je obvykle tvofen poly (A) sekvenci, LTR chybi (Obr. 4).

SINE jsou neautonomni elementy, které v blizkosti 5 konce maji vnitini promotor pro
RNA polymerazu III (Obr. 4). Dalsi enzymy, potiebné pro reverzni transkripci, si nedokazou
syntetizovat a vyuzivaji enzymy produkované autonomnimi LINE (Snustad a Simmons,
2009f).
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Obr. 4: Struktura Non-LTR retrotranspozoni (LINE, SINE)

LINE: Prvni ¢teci ramec (ORF1) koduje protein nutny pro navrat L1 RNA z cytoplazmy zpét do jadra, druhy
(ORF2) koduje endonukleazu (EN) a reverzni transkriptazu (RT). (A), pfedstavuje jednoduchou opakujici se
sekvenci A:T bazi. SINE: pol 111 je vnitini promotor pro RNA polymerazu III. (A), jsou opakujici se A:T baze.
Spojeni modrych usek LINE a SINE elementt znaéi jejich homologii (pievzato z Feschotte a kol., 2002).

Elementy tiidy 11

DNA transpozony maji koncové invertované repetice (TIR, terminal inverted repeat),
které u autonomnich elementti obklopuji oblast kddujici transpozazu. Tento enzym se vaze na
TIR oblasti elementu, ktery nasledné¢ vyjme a liguje ho na novém misté DNA. Existuji dva
mechanizmy, pti kterych se tento zptisob prenosu DNA elementl uplatiiuje. Jeden z nich
probiha béhem S-faze, kdy se na sesterské chromatidé vytvaii kopie ME. Jeden z téchto
elementll se mize transponovat do nereplikované oblasti genomu, ve které je pak jest¢ jednou
replikovan. Timto zpisobem dochézi k nardstu poctu kopii (Obr. 5). Jestlize se ME piesune
do jiz replikované oblasti, nezvysi se pocet kopii. Dal§i moZnosti je vyjmuti elementu
z nereplikované dvousroubovice a jeho transpozice. Vznikla mezera mize byt reparovana
podle homologniho chromozému s pozistalym ME (Obr. 5). Tento zplisob opravy (ds) DNA
byva kvili ,.klouzani DNA polymerazy a Spatnému parovani Casto nepiesny. Nasledkem
toho jsou deletovany vnitini oblasti elementu, které koduji enzym transpozazu. Takto vzniklé

odchylky jsou zodpovédné za vznik novych rodin elementt, napt. MITE.

MITE jsou malé (méné nez 600 bp) neautonomni elementy tiidy II, pifevdzné se
vyskytujici v nekddujicich oblastech genomt trav, ale 1 nékterych zivocicht, vCetné ¢loveéka.

S autonomnimi elementy, ze kterych vznikly, maji stejné pouze TIR domény, na zakladé
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kterych 1ze MITE elementy rozdélit do né€kolika podrodin, napt. Tourist, Stowaway a dalsi
(Feschotte a kol., 2002).

In

Obr. 5: Zpisoby transpozice DNA elementi

(A) Mobilni element (TE) je za katalyzy transpozizy vyjmut z (ds) DNA (I) a transponovan na jiny chromozom
(I1). Vznikld mezera na chromozému I je opravena podle homologniho chromozéomu (I”) s pozistalym TE.
(B) Béhem replikace se na sesterské chromatidé vytvati dcefina kopie TE. TE je z jiz replikované oblasti vyjmut,
prostiednictvim transpozazy, a premistén na misto je$té nereplikované, ve kterém je pak znova replikovan

(ptevzato z http://johnmm.bol.ucla.edu/GMM.htm).

3.2.2.2.2.2.5.1 IRAP a REMAP markery

Mobilni elementy jsou kvuli své replikacni strategii, Cetnosti vyskytu a urcitym
konzervativnim sekvencim vyuzivany pro detekci genomického polymorfizmu. U rostlin se
pouzivaji napt. metody IRAP a REMAP, které jsou zalozeny na pfitomnosti LTR
retrotranspozonti. DNA se analyzuje prostiednictvim PCR, béhem které dochazi k amplifikaci
genomického tuseku ohrani¢eného dvéma LTR sekvencemi (IRAP), nebo se amplifikuje
oblast DNA, ktera se nachazi mezi LTR a SSR sekvenci (REMAP; Kalendar a kol., 1999;
Kalendar a Schulman, 2006).

IRAP technika pouziva pti PCR primery navrzené tak, aby odpovidaly konzervativni
oblasti LTR, reprezentativni pro konkrétni rodinu elementti. Primery mohou nasedat na
koncové oblasti této terminalni repetice nebo na jeji stiedovou ¢ast (Obr. 6). Pro snizeni

mnozstvi amplikoni lze ke konci primeru piidat dodatecné selektivni baze (Kalendar
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a Schulman, 2006). Pocet pouzitych primert zavisi na zpisobu za¢lenéni retroelementt. Ty
mohou byt k sobé orientovany ,,head to head“ a ,.tail to tail*, nebo ,head to tail. V prvnim
piipadé staci pro vytvoreni PCR produktu jeden primer odpovidajici 5°, nebo 3" konci LTR.
Pro amplifikaci DNA, lezici mezi retroelementy v uspoifadani ,,head to tail*“, musi byt pouzity
primery komplementarni k obéma koncim LTR. U REMAP techniky se pouzivaji vzdy dva
primery. Jeden je komplementarni k LTR oblasti, druhy k mikrosatelitové sekvenci (Obr. 6;
viz. kapitola 3.2.2.2.2.2.4).

Béhem PCR vznikaji amplikony raznych délek, které jsou na zéklad¢ svoji velikosti
separovany gelovou elektroforézou. Délka amplifikovaného fragmentu je urcena vzdalenosti
dvou sousednich LTR, pfipadné LTR a SSR. Polymorfizmus je zptsoben inzercemi ¢i
delecemi a projevuje se jako ptitomnost/nepfitomnost DNA fragmenti (PCR produktl)

v urcité oblasti gelu (Kalendar a kol., 1999).

i
il

o«
- ¥

-l
- ¥

t

i
z

4
W &

¢

4

{;E
V= rv

¥

e - <=
> = =

Obr. 6: Amplifikac¢ni strategie IRAP (A) a REMAP (B)

LTR retrotranspozony jsou zobrazeny jako tmavé obdélniky (kodujici oblasti) ohrani¢ené LTR (long terminal
repeats, dlouhé terminalni repetice). L a R znaci levou, respektive pravou LTR sekvenci retroelementu.
Mikrosatelity jsou zobrazeny jako délené obdélniky. VInovka piedstavuje pfilehlou DNA. Sipky znazoriiuji
smér amplifikace pti pouziti primeru navrzeného k 5” konci (€erna Sipka) nebo ke 3" konci (svétla Sipka) LTR.
(A) V sekci 1 a 2 jsou elementy uspoiadany zplisobem ,.head to head/, tail to tail“. Pro vytvoteni PCR produktu
Z oblasti DNA mezi témito dvéma elementy staci pouzit pouze jeden primer navrzeny ke 3", nebo 5" konci LTR
sekvence. V sekci 3 jsou retroelementy orientovany ,head to tail“. Pro uspé$nou PCR amplifikaci DNA leZici
mezi nimi musi byt primery dva, kazdy komplementarni k jinému konci LTR. (B) U REMAP se pouZziva vzidy
jeden primer nasedajici na jeden z koncti LTR a druhy na pfilehlé oblasti mikrosatelitu (pfevzato z Kalendar
a kol., 1999).

27



3.2.2.2.2.25.2 iPBS

PBS doména je soucasti LTR retrotranspozonu Gypsy a Copia, stejné tak
neautonomnich LARD a TRIM elementt (Obr. 3; Kalendar a kol., 2010). Jeji sekvence je
komplementarni ke specifickym tRNA, které svym navazdnim na PBS zahajuji reverzni
transkripci a podili se tak na Sifeni retroelementi v genomu. Nekteré tRNA, nejCastéji
tRNAM® tRNAMS, tRNAYY tRNAS tRNA™ se vyuZivaji jako primery (Marquet a kol.,
1995).

Protoze jsou PBS sekvence vysoce konzervativni a existuje jen omezené mnoZzstvi
tRNA, které se na né vazou, jsou PBS primery, navrzené z tRNA, efektivni u rtiznych
organizmi s LTR retrotranspozony. Produkty iPBS amplifikace slouzi k detekci
polymorfizmu v oblastech mezi retrotranspozony. Krom toho Ize jejich naslednym
sekvencovanim a nalezenim LTR sekvence, ktera je 0 az 5 bp od 3 konce PBS, selektovat

konkrétni rodinu LTR retrotranspozont (Kalendar a kol., 2010).

Kalendar a kol. (2010) na pokusu s je¢menem demonstrovali efektivnost iPBS ve
srovnani s dal§imi technikami zaloZzenymi na pfitomnosti retrotranspozont (IRAP, REMAP
a S-SAP). V tomto experimentu kazdy jednotlivé pouzity PBS primer pii iPBS zobrazil
zhruba 23 DNA fragmenti, z nichz 15 % bylo polymorfnich. Naproti tomu technika IRAP

demonstrovala polymorfizmus v rozmezi 10 az 60 %, v zavislosti na pouzitém primeru.
3.2.2.2.2.25.3 ISBP

ISBP je flexibilni a vysoce vykonna detek¢ni metoda zalozena na polymorfizmu
V mistech inzerce transponovatelnych elementt (RBIP, retrotransposon-based insertion
polymorphism), které se dokazou v¢€lenit i do jinych elementli. Vznikaji tak unikatni mista
inzerce ME, jejichz sekvence je ziskavana sekvencovanim ¢asti genomu, napi. koncti BAC
klond (Paux a kol., 2006). Software IsbpFinder umoznuje automatickou detekci takovychto

inzerénich mist a navrhuje k nim vhodné primery pro PCR amplifikaci.

ISBP jsou univerzalni dominantni markery s vysokym stupném polymorfizmu vhodné
pro mapovani, MAS a evolu¢ni studie organizmi, pfedevsi organizmi S velkym obsahem ME

v genomu (Paux a kol., 2010).

28



3.3 GENETICKE MAPOVANI A TYPY GENETICKYCH MAP

Genetické mapy zobrazuji vzajemnou polohu a vzdalenost markerii/genti v genomu na
zaklad¢ (1) primérného poc¢tu rekombinaci (vazebné nebo rekombinaéni mapy) nebo

(2) fyzické vzdalenosti na chromozomu nebo pozice v sekvenci DNA (fyzické mapy).

Jak jiz bylo naznaceno, rozliSujeme mapy vazebné a fyzické. Presnost vazebnych map
je ovlivnéna Cetnostmi rekombinaci, které se v jednotlivych oblastech chromozému lisi a také
schopnosti jejich detekce. Tento zplisob mapovani proto neni zcela presny a zachycené
vzdalenosti jsou pouze relativni. Vyhodou této techniky je schopnost lokalizovat geny pouze
na zakladé fenotypovych znakii. VEtSiho stupné rozliSeni a piesnosti dosahneme fyzickym
mapovanim. To umoznuje pfesné urceni vzajemné pozice markerd a jejich vzdalenosti na
chromozomu nebo molekule DNA. Jsou-li markery v tésné vazbé s fenotypem, lze takto
»ohrani¢ené* geny rychle lokalizovat, izolovat a naslednym klonovanim zpfistupnit studiu

dal$imi metodami.

3.3.1 Vazebné mapy

Vazebné mapovani je zalozeno na analyze vazeb mezi geny/markery. Podle tietiho
Mendelova zékona o volné kombinovatelnosti alel se alely béhem mei6zy rozchdzi nezavisle
na sob&é do dvou gamet. Vyjimkou jsou geny ve vazb&€. Vazba geni/markerti vyjadiuje
pravdépodobnost, s jakou budou pii rekombinaci tyto dva geny/markery pteneseny spole¢né.
Cim jsou bliZe u sebe, tim je tato pravdépodobnost vétsi a vazba silnéjsi. Jednotkou genetické
vzdalenosti je 1 Morgan [M], respektive 1 centiMorgan [cM], ktery piedstavuje vzdalenost
(mezi dvéma geny/markery) odpovidajici 1% Cetnosti rekombinace mezi nimi (Morgan, 1915;
Weising a kol., 2005b). U ¢loveéka v pruméru 1 ¢cM odpovida zhruba 1 Mb. Tato korelace
vSak neplati po celé délce chromozomu. A to proto, Ze na chromozomech jsou mista
s odlisnou ,,nachylnosti k rekombinaci (crossing-overu), coz vytvaii disproporci mezi

genetickymi a fyzickymi mapami (Snustad a Simmons, 2009).

Pro konstrukci genetickych map se pouzivaji mapovaci populace vzniklé z kiizeni
kontrastnich rodi¢li, idedlné v homozygotnim stavu. U rostlin, kde je situace jednodussi,
protoze je mozno ziskat velké mnozstvi potomkd z jednoho kiizeni, lze proces tvorby
vazebnych map rozdélit do n€kolika krokti. Na zacatku je tfeba vybrat homozygotni rodice,

ktefi jsou polymorfni ve sledovaném znaku. Volba mapovaci populace zavisi na rostlinném
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materidlu (samospras$né/cizospra$né rostliny). V tomto piipadé¢ se nejCastéji pouzivaji
mapovaci populace F, nebo rekombinantni inbredni linie (RIL). F, populace (Obr. 7) je
odvozena kiizenim homozygotnich rodi¢l, jejichz potomci jsou, na zakladé Mendelova
zédkona o uniformité F; jedincd, stejného genotypu a podobného fenotypu. Rostliny F;
generace jsou samospraseny. Béhem meiotického déleni dochazi k rekombinaci mezi
heterozygotnimi chromozomy, coz vede k produkci potomkt (F2) s odlisnou

(rekombinovanou) genetickou informaci. Nevyhodou je, ze F, populaci nelze pfemnozovat

(Schneider, 2005).
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Obr: 7: Schéma pripravy F, mapovaci populace
(upraveno podle Schneider, 2005)

RIL (Obr. 8) jsou konstruovany z F, jedincti samosprasenim po dobu nejméné Sesti
generaci. Timto procesem je dosaZeno témét homozygotniho potomstva a dojde k takzvané
fixaci znakl. V dalSich generacich jiZ prakticky nedochézi k segregaci znak, takZe se linie
mohou libovoln¢ dlouho pfemnozovat. Kvili vétSimu poctu meiotickych déleni, pied
dosaZzenim homozygotniho stavu, je zde oproti F, populaci vyssi stupenn rekombinaci. Ten
umoziuje tvorbu map s vysSim rozliSenim (Schneider, 2005). Pro korekci genetickych
vzdalenosti u RIL populaci a pro jejich vztazeni k F, matefské populaci se nejcastéji pouziva

Haldanova (Haldane, 1919) nebo Kosambiho funkce (Kosambi, 1944).
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Obr. 8: Schéma pripravy rekombinantni inbredni linie (RIL)
(upraveno podle Schneider, 2005)

3.3.1.1 QTL mapovani

Lokusy ovliviujici kvantitativni znaky (QTL, quantitative trait loci) jsou oblasti na
chromozémech, s jednim nebo vice geny, které se rliznou mérou podileji na projevu
kvantitativnich znakii. Mezi zemé&dé€lsky vyznamné kvantitativni znaky, ovlivilované vice
geny, patii vySka rostliny, doba kveteni, tolerance ke stresu, odolnost vic¢i chorobam
a Skidctam, kvalita zrna a predev§im vynos (Borner a kol., 2002; Slafer, 2003). Vynos je
komplexni znak, ktery lze rozd¢lit do tii komponent: mnoZzstvi klast na m?, pocet zrn na klas
a vahu tisice zrn. D&divost vynosu jako celku je nizka a vyrazné ovliviiovana podminkami
prostiedi. To vSak neplati pro jednotlivé komponenty, u kterych je situace pfesné opacna

(Cuthbert a kol., 2008).

Genetika vynosu je intenzivné studovana (Hai a kol., 2008; Roder a kol., 2008; Slafer,
2003; Slafer a Araus, 2007). QTL vynosu a jeho prvki byly zamapovany téméf na vSech
chromozoémech psenice (Borner a kol., 2002). Geny QTL lokust, ohrani¢ené DNA markery,
mohou byt prostfednictvim transgennich technologii vnaSeny do jinych rostlinnych druhi
a podilet se tak na zlepSeni jejich fenotypového projevu daného znaku (Mohan a kol., 1997).
Nebo se markery v tésné vazbé na QTL daji pouzit jako diagnostické pro MAS ve §lechténi
(Mohan a kol., 1997).
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3.3.2 Fyzické mapy

Fyzické mapy zobrazuji redlné usporadani genetickych komponent (geny, markery,
restrikéni mista) na spiralizovaném chromozému (cytogenetické mapy) nebo na vlakné¢ DNA
(delecni, fyzické kontigové a sekvencni mapy). Takze na zékladé typu pouzitého mapovaciho
templatu délime fyzické mapy na cytogenetické, dele¢ni, restrikéni, kontigové a sekvencni.
Vzdalenost mezi dvéma markery se vyjadfuje v parech bazi [bp]. Vyjimkou jsou
cytogenetické mapy, ve kterych se vzdalenost udava v mikrometrech [um] nebo v procentech
daného chromozoému ¢i jeho ramene. Pfi deleénim mapovani se markery lokalizuji do tzv.
binl. Biny jsou oblasti chromozému vymezené sousednimi zlomy (breakpoints). Pozice
zlomu se vyjadiuje jako vzdalenost od centromery vzhledem k délce kompletniho ramene

chromozému (Qi a kol., 2004).

3.3.2.1 Cytogenetické mapy

Cytogenetické mapovani vyuzivd jako markery odliSnosti mezi jednotlivymi
chromozomy v superspiralizovaném stavu (metafazni a pachyténni chromozémy; de Jong
akol.,, 1999). Zakladnimi morfologickymi markery jsou velikost, poloha centromery
a sekundéarni konstrikce a délka ramen. Tato kritéria vSak nejsou pro pfesnou identifikaci
jednotlivych chromozémi vzdy dostate¢na. S pouzitim cytogenetickych metod (pruhovani -
banding, ISH; Fransz a kol., 1996; Talia kol., 2010) Ize ramena chromozému podrobnéji
identifikovat a pouzit je pro mapovani dalSich markerd, genid a jinych nukleotidovych
sekvenci. Jednotkou vzdalenosti na téchto mapach je pozice na chromozomalnim rameni,

udavana v %, nebo vzdalenost dvou markerti v pm.

3.3.2.2 Dele¢ni mapy

Dele¢ni mapovani se pouziva pro lokalizaci genli a molekularnich markeri na
specifické oblasti chromozomu, tzv. biny (Obr. 9). Mapovani se provadi pomoci dele¢nich
linii polyploidnich rostlin, které toleruji ztratu chromozému nebo jeho casti. Kazda delecni
linie obsahuje chromozom deletovany v odlisné vzdalenosti od centromery. Proto ¢im vice
linii, tim pfesnéjSi lokalizace. Poloha genu/RFLP/AFLP/PCR produktu se detekuje
fluorescenéné nebo radioaktivné znacenou sondou. Na zakladé piitomnosti/nepfitomnosti
hybridizaéniho signalu, v jednotlivych dele¢nich liniich, zjistime oblast vyskytu dané
sekvence. Jestlize nedojde k hybridizaci, je to znameni toho, ze se hledana sekvence

vyskytuje v deletovanych oblastech danych linii.
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Dele¢ni mapovani je uzitecné pro lokalizaci genii a jinych specifickych sekvenci.
Pouziva se pti komparativnim mapovani, strukturnich analyzach a k zahus$téni vazebnych map

(Qi akol., 2004; Serizawa a kol., 2001; Tsujimoto a kol., 2001).
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Obr. 9: Deleéni mapa — umisténi EST do binu tifi chromozémii pSenice

Chromozémy skupiny 3 psenice (Triticum aestivum L.). Break point jsou oblasti chromozému, ve kterych
doslo ke zlomiim a naslednym delecim ¢asti ramen. Rozsah delece se v kazdé deleéni linii lisi. Biny jsou oblasti
mezi sousednimi zlomy. Jejich poloha se urcuje jako vzdalenost od centromery vzhledem ke kompletni délce

daného ramene. Cim vice zlomil, tim mensi biny a vétsi rozliSeni deleéni mapy (pievzato z Qi a kol., 2004).

3.3.2.3 Restrikéni a kontigové mapy

Restrikéni mapy vyuZzivaji jako markery polohu restrikénich mist. Vzdalenost mezi
jednotlivymi misty se uvadi v pocétu nukleotidd. Pti restrikénim mapovani se vychazi
Z jednotlivych chromozémi, z nukleovych kyselin organel, z fragmentd pfipravenych
prostfednictvim PCR nebo z BAC (bacterial artificial chromosome; Luo a kol., 2003;
McPherson a kol., 2001) a YAC (yeast artificial chromosome) klont (Fonstein a Haselkorn,
1995; Venter a kol., 1996). V posledni dobé se nejcastéji pouziva fingerprintovani pomoci

»Snap-shot™ Kitu, separace na kapilarnich elektroforézach a skladani kontigh na zakladé
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identifikovanych piekryva testovanych DNA fragmenti (Luo a kol., 2003). Tento pfistup
umoznuje konstrukci fyzickych map u velkych a komplexnich genomi, napf. pSenice (Paux
a kol., 2008)

3.3.2.4 Sekvenéni mapy

Sekvencni mapy jsou ve srovnani s vyse uvedenymi mapami nejpodrobnéjsi. Znazoriuji
uspofadani kompletni nukleotidové sekvence v molekule DNA. Mezi nejstarsi techniky
sekvencovani, schopné stanovit sekvence dlouhé ptiblizné¢ 300 az 1 000 bazi (restrikéni
fragmenty naklonované v klonovacim vektoru, PCR fragmenty atd.), patii Maxam-Gilbertova
metoda, zaloZzena na specifické chemické degradaci fetézcii nukleovych kyselin, a Sangerova
metoda, pfi které je enzymatickd syntéza DNA fetézcu specificky inhibovana. Pfedpokladem
obou metod je stejny pocatek vSech DNA fragmentt. V poslednich ~ 7 letech se objevilo
mnozstvi novych technik (Pyrosekvencovani, Solexa, SOLiD, SMRT atd.) spadajicich do tzv.
druhé generace sekvencovani (next-generation sequencing). Ty vyuzivaji alternativnich
ptistupt, které vedou piedevsim ke zrychleni a zlevnéni sekvencovani (Gupta, 2008; Mardis,

2008a,b; Shendure a Ji, 2008).
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4 Material a metodika

4.1 Rostlinny material

Fs RIL mapovaci populace vytvofena z F; jedincti vzniklych kiiZzenim T. monococcum
ssp. monococcum DV92 s T. monococcum ssp. aegilopoides G3116. Semena rodic¢a (DV92
a G3116) a RIL Fg byla poskytnuta prof. J. Dubcovskym (University of California, Davis,
USA).

4.2 Pristroje

Dokumentacni systém pro analyzu ELFO gelll (Syngene, UK)

ELFO aparatura Dual Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific, USA)
Chlazena centrifuga Jouan CR4i (Thermo, USA)

Thermocycler C-1000 (Bio-Rad, USA)

Thermocycler gradientovy PTC-200 (MJ RESEARCH, USA)

Viéhy Scaltec SPO 51 (Scaltec, Némecko)

Zdroj, MP-500V Power Supply (Major Science, USA)

Zdroj, Standard Power Pack P25 (Biometra, Némecko)

4.3 Chemikalie a roztoky

4.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

10x PCR pufr (40 ml)

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

600 pl 15 mmol/l MgCl;

0,4 mi 1% Triton X-100

doplnit destilovanou vodou na 40 ml

35



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

100 mmol/I dCTP

Cresol red (Sigma-Aldrich, UK)

Sachar6za (Lachema, CR)

Taq polymeraza (Finzyme, Finsko)

100 umol/l primery pro IRAP markery (Invitrogen, USA)

Primery pro IRAP markery laskavé poskytl Dr. Ruslan Kalendar (University of Helsinki,
Finsko)

4.3.2 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza
5x TBE (1 000 ml)

54 g Tris base

2759 kyselina borita

20 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8)

doplnit destilovanou vodou na 1 000 ml

10% APS - peroxodisulfat amonny (Fluka BioChemika, USA)

40% smes akrylamid : N, N’"-metylenbisakrylamid 19 : 1 (Bio-Rad, USA)
10% etidium bromid (Sigma Chemical CO., USA)

TEMED - tetrametyletylendiamin (Bio-Rad, USA)

Velikostni marker, Gene Ruler 100 bp, DNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada)

36



4.4 Metodika

4.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla provedena v 25 pl. Reak¢ni smés obsahovala 1x PCR pufr, 200 umol/I
kazdého ANTP, 0,4 umol/l primeru (Tab. I1), 0,5U Taq polymerazy, 0,01% Cresol red, 1,5%

Sacharézu a 25 ng, respektive 125 ng DNA, v zavislosti na pouzitém primeru.

Podminky PCR pro IRAP primery:

Zahtati 95°C —5 min

Denaturace 95°C —30s

Prisedani 60°C — 1 min 30 cykla
Polymerace 72°C — 1 min

Zaveérecna polymerace 72°C —10 min

Tab. I1: Pouzité IRAP primery

37



Tab. I1: Pouzité IRAP primery (pokracovani)




Tab. I1: Pouzité IRAP primery (pokracovani)

4.4.2 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

PCR produkty byly separovany pomoci nedenaturujici polyakrylamidové elektroforézy
na 1mm 3,5% gelu pouzitim vertikalni elektroforetické aparatury MegaGel (C.B.S. Scientific,
USA). Gel byl pripraven smichanim 15 ml 5x TBE, 15 ml 40% smési akrylamid : N, N'-
metylenbisakrylamid 19 : 1, 110 ul TEMED, 1 ml 10% APS a doplnén destilovanou vodou na
150 ml. Po polymeraci ¢ 45 minut pii pokojové teploté) byl gel vlozen do vertikalni
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elektroforetické aparatury, jejiz katodovy i anodovy prostor byl naplnén 1 1 0,5x TBE pufru.
K pufru v anodovém prostou bylo piidano 10 ul 10% etidium bromidu. Aby doslo k nasyceni
gelu etidium bromidem , byl spustén ,,prerun® , ktery bézel ~ 1 hodinu pii 300 V. Poté byly
naneseny 3 pl velikostniho markeru a 15 pl vzorku. Separace amplifikované DNA probihala

60 az 90 min pii 350 V. DNA byla vizualizovana dokumenta¢nim zafizenim Syngene (UK).
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5 Vysledky

Celkovée bylo testovano 108 IRAP primert (Tab. Il), z toho bylo 56 soucasti diplomové
prace Mgr. Klocové (2010). Pro ziskani ptesnéjsiho ptehledu o vyuzitelnosti IRAP markert
pro mapovani u T. monococcum byl tento set doplnén o dalSich 52 IRAP primert, coz je

tématem této prace. Dale byl v této praci vyhodnocen cely set 108 IRAP primert.

IRAP primery byly navrzeny na konzervativni sekvence 18 rodin LTR retrotranspozont
(Tab. I1I). Celkové z 22 (20 %) primera byly amplifikovany fragmenty, které vykazovaly
polymorfizmus. Dal§i dva primery, 3111 a 3152, poskytly polymorfni fragmenty na
rodicovskych DNA, ale signdly se nepovedlo spolehlivé reprodukovat na DNA z linii
mapovaci populace a proto byly z testovani vyfazeny. Pocet polymorfnich fragmentt na jednu
IRAP reakci se pohyboval v rozmezi 1 az 5 (Obr. 10; Tab. IV). Celkovy pocet fragmentt
nebylo mozné ptesné stanovit. Fragmenty pomérné Casto splyvaly nebo byly $patné viditelné.
Nejvice zietelné oddélenych fragmentt (17) poskytl IRAP primer 994. Celkem bylo ziskano
40 IRAP markert, z toho jeden (3153) kodominantni (Obr. 10b). Primérn¢ na jeden IRAP
primer piipada 0,37 polymorfnich fragmenti. Tyto markery byly odvozeny ze 14 rodin LTR
retrotranspozontt (78 %) z celkovych 18 testovanych. Nejvice IRAP markerd (5) pochéazelo
z rodin CEREBA a SABRINA (Tab. 111). Bez markeru byly rodiny ANGELA, TAT-1, VALERIE
a WHAM.

Ziskané polymorfni fragmenty byly mapovany na T. monococcum mapovaci populaci.
27 z nich bylo mapovano uspé&né (Obr. 11). Zbylé markery byly vyfazeny jako artefakty
kviili nespravné segregaci (Xz) nebo nemoznosti je reprodukovatelné skorovat na vétsSing linii
Z mapovaci populace. Distribuce mapovanych markeri byla rovnomérna, s nejvétsim poctem

9 markerti na chromozomu 5A a jednim markerem na chromozomu 4A (Obr. 11).
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Obr. 10: Priklady polymorfizmii z IRAP primeri

a - primer 3134; b - primer 3153; M — velikostni marker; A — rodi¢ DV92; B — rodi¢ G3116; H — heterozygot;
K — negativni kontrola; Sipkou znacen polymorfizmus: ¢ernd — dominantni fragmenty, ¢ervena — kodominantni

fragmenty
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Tab. I11: Porovnani polymorfizmu testovanych rodin retrotranspozoénii

Pocet IRAP primerua
Rodiny retrotranspozonu odvozenych z LTR dané Pocet IRAP markeru
rodiny
ANGELA 8 0
BARBARA 4 1
BARE-1 7 2
CASPAR 6 1
CEREBA 3 5
DANIELA 3 1
ERIKA 5 1
FATIMA 3 3
JELI 2 2
LAURA 5 2
SABRINA 9 5
SURYA 9 1
TAT-1 5 0
TAT-2 1 1
VALERIE 2 0
WHAM 3 0
WILMA 6 1
WIS 1 2
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Tab. IV: Analyza DNA polymorfizmu v populaci T. monococcum pomoci techniky IRAP

IRAP Pocet polymorfnich Rodina retrotranspozonu, k jehoz LTR sekvenci

primer fragmenti byl navrZen IRAP primer
554 2 BARE-1
675 1 neurc¢ena
679 1 SURYA
692 5 CEREBA
994 1
1032 2
1105 2 neurcena
1107 1
1108 3
1181 2
2106 2 WIS
3109 1 ERIKA
3116 ' SABRINA
3117 4
3122 3 FATIMA
3124 1 CASPAR
3134 1 BARBARA
3136 1 TAT-2
3139 1 WILMA
3145 1 DANIELA
3149 2 LAURA
3153 2 JELI
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Chromozom 1A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozéomu Triticum monococcum L.

Na levé stran¢ mapy jsou vzdalenosti jednotlivych markerti [cM], na pravé strané jsou jednotlivé markery. IRAP
markery jsou oznaceny Sipkou.




Chromozom 2A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozému Triticum monococcum L. (pokracovani)
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Chromozom 3A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozému Triticum monococcum L. (pokracovani)
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Chromozom 4A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozému Triticum monococcum L. (pokracovani)
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Chromozom 5A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozomu Triticum monococcum L. (pokra¢ovani)
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Chromozom 6A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozému Triticum monococcum L. (pokracovani)
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Chromozom 7A

Obr. 11: Geneticka mapa sedmi chromozémi Triticum monococcum L. (pokracovani)
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6 Diskuze

LTR retrotranspozony jsou kvili svoji Cetnosti vyskytu, replikacni strategii
a konzervativnim LTR sekvencim vyuzivany mnohymi technikami k detekci polymorfizmu
Vv genomu rostlin, nejcastéji vSak ISBP (Paux a kol., 2010). Pro odvozovani ISBP markert je
nevyhnutelnou podminkou znalost sekvence oblasti inzerce retrotranspozonu, ktera u vétSiny
organizmul neni splnéna. Naproti tomu IRAP markery vyzaduji pouze znalost sekvence LTR
pro riizné rodiny LTR retrotranspozoni. Sekvence téchto se, naptiklad pro psenici, daji ziskat
z databazi retroelementt, jakou je napf. TREP (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/blast.shtml)
databaze pro pSenici. Technika IRAP je zaloZzena na PCR amplifikaci neznamé nukleotidové
sekvence mezi dvéma LTR retrotranspozony. Prostfednictvim IRAP byl Gspésné detekovan
DNA polymorfizmus napf. u je¢mene (Kalendar a kol., 1999), spartiny (Baumel a kol., 2002),
hlavacku (Boronnikova a Kalendar, 2010) a slune¢nice (Vukich a kol., 2009). U pSenice zatim
tyto markery nebyly intenzivné vyuzivany a jejich potencial pro mapovani agronomicky

vyznamnych znaki je predmétem praktické ¢asti této prace.

Celkem bylo otestovano 108 IRAP primert z 18 rodin retrotranspozéni. Pouze u 22
(20 %) z nich byl pozorovan polymorfizmus mezi rodi¢i a v ramci mapovaci populace.
Nejvice bylo dosazeno péti polymorfnich fragmentii na jeden IRAP (IRAP primer 692). Tato
hodnota se vyrazn¢ 1iSi od vysledk Kalendara a kol. (1999), ktefi technikou IRAP
analyzovali polymorfizmus mezi druhy Hordeum. Pouzitim kombinace dvou primerd ziskali
az 18 polymorfnich fragmentt. Celkovy pocet fragmentl pfitom byl 27. V ptipadé¢ mapovaci
populace T. monococcum vétsinou nebylo mozné piesné stanovit celkovy pocet fragmentti. Ty
Casto splyvaly nebo byly $patné viditelné. Nejvice (zfetelné odliSitelnych) fragmentid (17) na
jednu IRAP reakci bylo pozorovano u IRAP primeru 994. Vukich a kol. (2009) studovali
prostiednictvim techniky IRAP genetickou variabilitu uvnitt rodu Helianthus. Byl pozorovan
vyrazny rozdil (az 19 fragmentil) ve stupni polymorfizmu mezi divokou a kulturni formou
Helianthus annuus. U divoké formy byly pfi nékterych kombinaci primertt polymorfni
vSechny fragmenty (60). Mira polymorfizmu souvisi s aktivitou rodiny, k jejiz sekvenci byl
navrzen IRAP primer. Nedavno aktivni rodiny vyprodukovaly dalsi kopie retrotranspozond,
které se vclenily do novych oblasti DNA a generuji tak polymorfni fragmenty. V ptipadé
T. monococcum bylo analyzovano 18 rodin. Jejich srovnani vSak nemd dostate¢né
vypovidajici hodnotu, protoze pocet testovanych IRAP primerti byl mezi rodinami znacné

variabilni. Navic u nékterych primeri nebyla urCena rodina retrotranspozonu, K jejiz
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konzervativni sekvenci byl primer navrzen. Pro pfesné porovndni aktivity rodin LTR
retrotranspozond je nutné provést dalsi testy tak, aby pocet testovanych IRAP primera byl

V ramci rodin rovnomérny a vysledky porovnatelné.

Do mapovaci populace T. monococcum bylo do této doby zamapovano 726 markert
Z riznych zdroji (nepublikované vysledky). Testované IRAP markery poskytly celkoveé 27
spolehlivych markerd s rovnomérnou distribuci v genomu psenice T. monococcum (Obr. 11).
Toto zjisténi ukazuje na potencial IRAP markert jako markerti pro doplnéni genetické mapy.
Avsak mnozstvi prace nutné k identifikaci jednoho markeru, kde je nutné otestovat v praméru
4 primery, je fadi na Groven SSR markerti. Nemoznost jejich pouziti pro ,,high-throughput*
platformy zna¢né¢ znevyhodnuje jejich pouziti. Nadto maji IRAP markery diskutabilni
reprodukovatelnost, protoze relativné velky pocet identifikovanych polymorfnich fragmentt
(13) nebylo mozné spolehlivé mapovat. Z tohoto divodu IRAP markery u pSenice nemohou
byt povazovany za markery prvni volby, ale jako markery na zahusténi mapy. Predevs§im

U organizmu, U kterych neni dostatek jinych typt markert, jsou dobfe pouzitelné.
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7 Z.avér

Cilem bakalafské prace bylo vypracovat reSerS§i o markerovacich a mapovacich
technikdch a otestovat vhodnost IRAP markeri pro zahusSténi genetické mapy a mapovani

vynosu a jeho prvki u Triticum monococcum L.

Potencidlni IRAP markery byly testovany na RIL mapovaci populaci, ktera byla
odvozena z kitizeni T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 s T. monococcum Ssp.
monococcum DV92. Celkem bylo analyzovano 108 IRAP primerd, jejichz sekvence byla
navrzena k LTR oblastem retrotranspozonti, které reprezentovaly 18 rodin. Polymorfni DNA
fragmenty (1 az 5) byly pozorovany pouze v piipad¢ 22 IRAP primert. Bylo tak ziskdno 40
IRAP markert, které byly pouzity k zahusténi genetické mapy T. monococcum.

Na zéklad¢ publikaci o efektivni detekci genetické variability prostfednictvim techniky
IRAP se zdaly byt IRAP markery nadéjnym nastrojem pro zahu$téni mapy a mapovani
vynosu u T. monococcum. Ziskand data tomu vSak nenasvédcuji. Kvili tomu, ze IRAP
markery vykazuji relativné nizky stupel polymorfizmu a spole¢né s pracnosti a relativné
nizkou reprodukovatelnosti, se nestanou markery prvni volby. Dale nemoznost jejich pouziti
pro ,,high-throughput* pfistupy je znevyhodiuje oproti markerim, jako jsou SNP. Ale diky
rovnomérné distribuci v genomu, jednoduchosti odvozovani a taky kvili tomu, Ze nevyzaduji
znalost kompletni genomické sekvence, jsou IRAP markery dobie pouzitelné pro zahusténi

existujicich genetickych map.
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9 Seznam pouzitych zkratek

A

AFLP

AP
AP-PCR
Arg

BAC

1C

CAPS
cDNA
cM
DAF
DNA
ds

EN
EST
F1

F2

Fs

FISH

Gb

IMP

adenin

polymorfizmus amplifikovanych fragmenti (amplified fragment length
polymorphism)

aspartik proteinaza

arbitrarily primed-polymerase chain reaction

arginin

umély bakterialni chromozom (bacterial artificial chromosome)
pary bazi (base pairs)

mnozstvi DNA jedné haploidni sady chromozomu v nereplikovaném jadie
cytozin

cleaved amplified polymorphic sequence

komplementarni DNA (complementary DNA)

centiMorgan

DNA amplification fingerprinting

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dvouvlakno (double stranded)

endonukledza

misto s expresni adresou (expressed sequence tag)

prvni filidlni generace

druha filidlni generace

osma filidlni generace

fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization)
guanin

gigabaze (giga base)

inter- miniature inverted repeat transposable element polymorphism
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IPBS

IRAP

ISBP

ISH
kb
LARD
Leu
LINE
LTR

Lys

MAS
Mb
ME
Met
MITE

MRNA

NGS
ORF
Y

PBS
PCR

PCR-RFLP

integraza
inter- primer binding site amplification

amplifikovany polymorfizmus mezi retrotranspozony (inter-retrotransposon

amplified polymorphism)

polymorfizmus zalozeny na misté inzerce (insertion site based

polymorphism)

in situ hybridizace (in situ hybridization)

kilobaze (kilobase)

large retrotransposon derivative

leucin

dlouhé rozptylené nuklearni elementy (long interspersed nuclear elements)
dlouha koncova repetice (long terminal repeat)

lyzin

Morgan

selekce za pomoci markeru (marker assisted selection)
megabaze (mega base)

mobilni element

metionin

miniature inverted repeat transposable element
mediatorova RNA (messenger RNA)

haploidni pocet chromozdému

druha generace sekvencovani (next-generation sequencing)
otevieny Cteci ramec (open reading frame)

kratké rameno chromozému (petit)

vazebné misto pro primer (primer binding site)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polymerase chain reaction-based restriction fragment length polymorphism
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PPT

QTL
RAMP

RAPD

RBIP

REMAP

RFLP

RH
RIL
RNA
RT

SCAR

Ser
S-taze
SINE
SMRT
SNP
SOLID
ss
S-SAP

SSCP

polypurinovy tsek (polypurine tract)

dlouhé rameno chromozému

lokusy s kvantitativnim znakem (quantitative trait loci)
randomly amplified microsatellite polymorphisms

nahodné¢ amplifikovana polymorfni DNA (random amplified polymorphic
DNA)

retrotransposon-based insertion polymorphism

amplifikovany polymorfizmus mezi retrotranspozonem a mikrosatelitem

(retrotransposon—microsatellite amplified polymorphism)

délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentt (restriction fragment length

polymorphism)

RNaza H

rekombinantni inbredni linie (recombinant inbred line)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

reverzni transkriptaza

amplifikovana oblast charakterizovana sekvenci (sequence characterized

amplified region)

serin

synteticka faze (synthesis phase)

kratké rozptylené nuklearni elementy (short interspersed nuclear elements)
single molecule real time

polymorfizmus v jednom nukleotidu (single nucleotide polymorphism)
sequencing by oligo ligation and detection

jednovlakno (single stranded)

sequence-specific amplification polymorphism

polymorfizmus konformace jednofetézcové DNA  (single strand

conformation polymorphism)
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SSR

STS

TE

TIR

TRIM

tRNA

YAC

opakovani jednoduchych sekvenci, mikrosatelity (simple sequence repeats)
misto se sekven¢ni adresou (Sequence tagged site)

tymin

mobilni element (transposable element)

koncova obracena repetice (terminal inverted repeat)

terminal repeat retrotransposons in miniature

transferova RNA (transfer RNA)

zakladni chromozdémové Cislo

umély kvasinkovy chromozom (yeast artificial chromosome)
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10 P¥ilohy

Tab. I: Priklady vybranych mobilnich elementi

(pfevzato z Feschotte a kol., 2002)

Trida/podtiida/rodina Druhy organizmi Autonomni Neautonomni
elementy elementy
Trida 1
Non-LTR retrotranspozony
LINE; L1 Zea mays Cin4 -
Lilium speciosum Del2 -
Arabidopsis thaliana Tall -
SINE Nicotiana tabacum - TS
Brassica napus - S1
LTR retrotranspozony
Copia Nicotiana tabacum TntlA -
Nicotiana tabacum Ttol -
Hordeum sp. BARE-1 -
Oryza sativa Tosl7 -
Zea mays Hopscotch -
Zea mays Opie-2 -
Zea mays - BS1
Gypsy Zea mays Magellan -
Zea mays Huck-2 -
Oryza sativa RIREZ2 Dasheng
Arabidopsis thaliana Athila 4 -
Arabidopsis thaliana Athila 6 -
Arabidopsis thaliana Ta3 -
Arabidopsis thaliana Tarl7 -
Tiida 11
DNA transpozény
hAT Zea mays Ac Ds
CACTA Zea mays Spm dSpm
Arabidopsis thaliana CAC1 CAC2
Mutator Zea mays MuDR Mul
Arabidopsis thaliana AtMul -
PIF/Harbinger Zea mays PlIFa mPIF
Angiosperm PIF Tourist
Tcl/mariner Angiosperm MLE Stowaway
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