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1 UVOD

Nakol’ko je pSenica ddlezitou hospodarskou obilninou, zvySenie jej produkcie je kIicové
pre zaistenie dostatku potravy a spolo¢enskej stability vo svete. Aby vynos pSenice pokryl

poziadavky, mal by sa do roku 2050 zdvojnasobit’.

Jednozrnka (Triticum monococcum L.) je diploidny druh pSenice z kmena Triticeae
z ¢elade lipnicovité (Poaceae). Hospodarsky nepatri medzi vyznamné druhy obilnin,
avSak jej maly gendm, kolinearita s A" genomom pSenice siatej (T.aestivum L.)
a existencia jej plan¢ho predka z nej robia dobry modelovy organizmus. Tvar zrna, ktory
je uzko prepojeny s jeho velkost'ou, vyznamne ovplyvituje vynos pSenice. Detekcia a
charakterizacia lokusu pre tvar zrna teda hra vyznamnt ulohu v navySeni produkcie

pSenice prostrednictvom $lachtenia novych kultivarov.



2 CIELE PRACE

Cielom teoretickej Casti predlozenej bakalarskej prace bolo vypracovanie literarnej
reSerSe na tému dolezitosti pSenice ako celosvetove] obilniny, charakterizacie pSenice
jednozrnky (T. monococcum L.) a pSenice siatej (T. aestivum L.), popisu vynosu

a mapovania kvantitativnych znakov.

Praktickd cast’ bakaldrskej prace sa zameriava na selekciu vhodnych linii
Triticcum monoccocum pomocou molekularnych markerov s cielom mendelizovat lokus
pre vel’kost’ zrna na chromozéme 7A™. Dalim cielom bolo navrhnutie molekularnych

markerov k saturacii oblasti QTL na chromozéme 7A™.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1. Vyznam kmera Triticeae

Kmen Triticeae z pod¢elade lipnicovité (Poaceae) v sebe zahina pre l'udstvo vyznamné
obilniny, ktoré celosvetovo zastupuju viac ako 50 % prijmu potravy. Radia sa do neho
mnohé hospodarsky vyznamné rody, ako napriklad pSenica (Triticum L.), kukurica
(ZeaL.) a ryza (Oryza L.) (Yen aYang, 2020). Podl'a udajov Organizacie pre vyzivu
apol'nohospodarstvo (FAQO) dosiahla vroku 2021 produkcia obilnin 2,8 miliardy ton,

z ¢oho 780 milidénov ton pripada na pSenicu (Www.fao.org/faostat).

3.1.1. Charakterizacia rodu Triticum

PSenica patri medzi hospodarsky najvyznamnejSie obilniny sveta, ¢o doklada aj jej

celosvetovo vysoka produkcia (www.fao.org/faostat). PSenica tvori dolezitd cast’

celkovej produkcie obilnin v podstate od neolitickej revolucie, kedy boli priblizne
pred 10 000 rokmi domestikované divoké odrody pSenice v oblasti trodného polmesiaca
(pozri Obr. 1) (Heun, 1997; Haldorsen et al., 2011). Ddésledkom domestikacie bolo pre
I'udi TahSie zaistenie potravy pomocou polnohospodarstva ako lovom divokej zvery.

Tento fakt zasadne zmenil zivotny §tyl I'udi, ktori zacali zit" usadlejSim spdsobom zivota.
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Obrazok 1: Oblast’ domestikacie pSenice

Vyznacend tmavozelena oblast zvyraziiuje region urodného polmesiaca (prevazne dneSny Izrael,
Jordansko, Turecko, Syria, Iran a Irak), kde sa nachadzaji najstarsie archeologické nalezy jacmena a
pSenice jednozrnky a dvojzrnky. Lokalna prirodna rozmanitost’ u divokych pribuznych pSenice a analyza
sekvencii DNA podporuju rézne lokality trodného polmesiaca (predovsetkym jeho severné okraje) ako
lokality domestikécie rodu Triticeae. Upraveny podl’a Feuillet et al. (2008).


https://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/en/
https://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/en/

Prudky nérast I'udskej populécie, urbanizécia a spolocensky vyvoj vyrazne ovplyvnili
vyuzitie pSenice, ktora sa tak stala neodlicitelnou sucastou l'udstva (Allaby, 2010;
Fuller et al., 2010). PSeni¢né zrna st bohaté niclen na Skrob (zastipenie sacharidov
60 - 80 %) ale aj na proteiny (8 - 14 %). Takisto je mozné ich dobre uskladnit’ a tym si
vytvorit’ zasoby na dlhsie obdobie (Feuillet et al., 2008). Tieto aspekty taktiez vyrazne

podporili rozvoj pol'nohospodarstva.

Pol'nohospodarsky najvyznamnejSie su dva druhy pSenice, T. aestivum L. a T. durum L.,
ktorych spolo¢né produkcia predstavuje 95 % svetovej produkcie pSenice. Zvysnych 5 %
produkcie tvoria rézne druhy diploidnych, tetraploidnych ahexaploidnych pSenic
(Monneveux, 2012). Moderna systematika kmeru Triticeae sa zaklada na molekularnych
poznatkoch, pricom druhy pSenic sa tradiéne radia do skupin podla ich ploidie

(pozri Tab. 1).

TabulPka 1: Klasifikacia rodu Triticum (upravena podl'a Zohary et al., 2012)

Ploidia Vybrani zastupcovia Geném
T. monococcum L. ssp. boeoticum APAP
Diploidné T. monococcum L. ssp. monococcum ATAT
T. urartu Tuman ex Gand. A'AY
T. turgidum L. ssp. dicoccoides BBA'A"
T. turgidum L. ssp. dicoccum BBA'A"
T. turgidum L. ssp. durum BBA'A"
Tetraploidné ) )
T. turgidum L. ssp. turgidum BBA'A"
T. timopheevii Zhuk. ssp. armeniacum GGA'A"
T. timopheevii Zhuk. ssp. timopheevii GGA'A"
T. aestivum L. ssp. spelta BBA'A'DD
T. aestivum L. ssp. macha BBA'A'DD
Hexaploidné
T. aestivum L. ssp. aestivum BBA'A'DD
T. zhukovskyi Men. & Er. GGA'A"ATA™

PSenica je natol’ko ekonomicky vyznamnou plodinou, Ze v poslednych dekadach
podmienila jej prudko sa rozvijajuci cytogeneticky a geneticky vyskum, ktory viedol
k nahromadeniu doélezitych informacii a vyvoju novych metéd a technik. Tie
umoznili vySlachtenie novych kultivarov pSenice s vy$§im vynosom a lepSimi

vlastnost’ami (Carver, 2009).



Vplyvom domestikacie a polyploidizacie doslo k zmenam, ktoré ovplyvnili schopnost’
adaptovat’ sa na podmienky prostredia v prospech hybridnych druhov, ¢im sa zvysila
zivotaschopnost’ a vynosovy potencial. Prikladom takéhoto hybridného druhu je

pol'nohospodarsky najdolezitejSia pSenica siata (Dubcovsky a Dvotak, 2007).
3.1.2 Triticum aestivum

Celosvetovo najpestovanejSou pSenicou ateda aj hospodarsky najvyznamnejSou je
pSenica siata (T. aestivum). Rozoznavame mnoho kultivarov T. aestivum na zaklade
vlastnosti zrna ¢i prispdsobenia sa roznym klimatickym podmienkam. T. aestivum sa
pestuje v Sirokom geografickom rozhrani medzi 67° rovnobezkou na severe

a 45° rovnobezkou na juhu (Kilian et al., 2009).

PSenica siata je hexaploidny druh (BBA"A'DD, 2n = 6x = 42), priCom jej gendém je
V porovnani s genomami inych obilnin mnohonasobne vacsi (1C = 15.5 Gbp) IWGSC,
2018). Napriklad geném ryze, najmensi spomedzi obilnin, ma vel’kost 389 Mbp (Sasaki,
2005) a geném kukurice ma priblizni vel'kost’ 2,4 Gbp (velkost genému vyrazne
ovplyviiuji B-chromozdmy a repetitivne sekvencie) (Haberer et al., 2005). Viac ako 80 %
gendmu pSenice je tvorenych repetetivnymi sekvenciami (IWGSC, 2018), podobne to je
aj u kukurice, kde gendém tvori priblizne 85 % repetitivnych sekvencii (Schnable et al.,

2009), kdezto u ryZe je to len priblizne 40 % (Gill et al., 2010).

T. aestivum vznikla na zaklade viacerych medzidruhovych hybridizacii. Prva hybridizacia
prebehla priblizne pred 0,5 milionmi rokov medzi dvoma pdévodnymi diploidnymi
druhmi, nositel'mi genomov A" (T. urartu) a B (Aegilops speltoides) (Dvotak a Zhang,
1990; Dvoték et al., 1993; Dvotak a Akhunov, 2005). Vysledkom tejto hybridizacie bol
vznik divokého tetraploidného (BBA"A") druhu pSenice T. turgidum ssp. dicoccoides.
Tato pSenica bola pred viac ako 9 000 rokmi domestikovand a naslednd kultivécia viedla
k vzniku dvoch odlisnych tetraploidnych pSenic, T. turgidum ssp. dicoccum a T. turgidum
ssp. durum (Pont et al., 2019).

Druha hybridizacia nasledne viedla k sformovaniu allohexaploidnej pSenice T. aestivum.
K tejto hybridizacii doslo pred asi 8 000 rokmi medzi divoko rastucim diploidnym
druhom Aegilops tauschii (donor genému D) a domestikovanym tetraploidnym druhom

T. turgidum ssp. durum (donor genomov A" a B) (Dvoiak et al., 2012).



Domestikacia a intenzivne $lachtenie pSenice viedli k znaénému zniZeniu genetickej
variability dne$nych elitnych kultivarov, a z tohto dovodu §l'achtitelia obracaju svoju
pozornost’ na pribuzné druhy (Feuillet et al., 2008). Medzi takéto druhy patri napriklad

zito, Aegilops alebo pSenica jednozrnka.
3.1.3 Triticum monococcum

Diploidna psenica T. monococcum (A"A™, 2n = 2x = 14) je taktieZ nazyvana aj ako
pSenica jednozrnka, Co je odvodené z jej typického znaku, ktorym je zvac¢sa pritomnost’

iba jedného zrna v klasku (Zohary et al., 2012).

Domestikované druhy pSenice sa od divokych odlisuju délezitymi znakmi, ktoré maju
vplyv na vynos. Zakladny rozdiel medzi domestikovanou jednozrnkou a jej pévodnou
divokou formou T. boeoticum je v rozpadavosti klasu. Zatial’ ¢o sa zrelé klasy divoke;j
jednozrnky postupne rozpadaju od vrcholu smerom nadol, u domestikovanej jednozrnky
sa klas nerozpada a zostava cely az do zberu (Zohary et al., 2012). Vdaka comu sa
nasledne zvysil vynos, nakolko ¢ast’ klaskov neopadne na poli, ale takmer vsetky su
vyuzité pri mlatbe. Rozdiel moézeme pozorovat’ aj vo velkosti a tvare zrna, divoka
jednozrnka ma v porovnani s domestikovanou mensie a prediZenejsie zméa (Yu et al.,
2019). Okrem tohto, =zretenejSie morfologické rozdiely medzi divokou
a domestikovanou jednozrnkou nie st pritomné. Potomkovia, ktori vznikli krizenim, su
plne fertilny a ich chromozomy sa v priebehu meidzy paruju normalne (Zohary et al.,
2012).

V minulosti bola jednozrnka hojne vyuZzivani ako jedna z prvych domestikovanych
plodin, avsak v priebehu doby bronzovej jej pestovanie postupne zacalo upadat’ (Heun,
1997).

Jednozrnka bola postupne vytlacana z agrikultary tzv. free-threshing tetraploidnymi
a hexaploidnymi pSenicami. Tie maju nie len vacsi vynos, ale taktieZ semend jednoducho
vymlatitelné z klaskov, a preto je ich pestovanie vyhodnejSie. T. monococcum sa
od neskors$ej doby bronzovej pestuje hlavne v oblastiach s menej trodnou pédou, kde
dokéze na rozdiel od inych druhov pSenic rast’ a plodit’ (Zohary et al., 2012). Muka
Z jednozrnky je nutricne bohatd, avSak nie je vhodnd na pecenie chleba kvoli zlym
viskoelastickym vlastnostiam cesta. Preto ju nasi predkovia konzumovali v podobe kasi

alebo varili celé zrna. Od rimskych ¢ias sa jednozrnka vyuziva hlavne ako kfmna surovina
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pre dobytok (Schiemann, 1948; Harlan, 1981). V dnesnej dobe sa radi medzi reliktné
pol'nohospodarske plodiny a vo svete sa pestuje iba sporadicky, prevazne v horskych

oblastiach (Zaharieva a Monneveux, 2014).

Existencia divokej a domestikovanej jednozrnky je dovodom, pre ktory ma jednozrnka
vacsiu geneticku variabilitu v porovnani s pSenicou siatou (Kilian et al., 2007). M4 tak
potencidl stat’ sa zdrojom pre zlepSenie vlastnosti ovplyviiujucich vynos prostrednictvom
Slachtenia. Jednozrnka je blizkym pribuznym donoru genému A" pSenice siatej, T. urartu
(Dvorak et al., 1993), a vykazuje vysoku kolinearitu sinymi druhmi rodu Triticum
(Dubcovsky et al., 1996; Marino et al., 2018). Je tak vhodnym modelom pre mapovanie
agronomicky vyznamnych znakov (Yu et al., 2019), klonovanie génov (Yan et al., 2003)

a funk¢nt validaciu génov (Loukoianov et al., 2005).

3.2 Vynos ako agronomicky znak

Vicsina agronomicky vyznamnych znakov ako ¢as kvitnutia, vyska rastliny, pocet
fertilnych odnozi, dizka klasu, pocet klaskov a zfn na klas, hmotnost’ zrna, tvar zrna ¢i
obsah proteinov v zrne patri medzi kvantitativne znaky (Borner, 2002). Tieto znaky
pritom ovplyviiuja vynos, ktory je tak kontrolovany velkym poctom génov s nizkou

dedi¢nost’'ou, pricom vyznamny vplyv na vynos ma prostredie (Cuthbert et al., 2008).

V poslednych dekadach sa §lachtitel'ské programy intenzivne zameriavaji na zlepSenie
vynosu a produkcie pSenice. K zvySeniu vynosu avSak doslo predovsSetkym vdaka
zlepSeniu agronomickych technik (Gupta, 2016). V roku 1961 bol priemerny svetovy
vynos 1,09 tony na hektér, kdeZto v roku 2018 bol vynos priblizne 3,42 tony na hektar

(www.fao.org/faostat). STachtitel'ské programy sa ststred'uji na zvySenie vynosu

bez negativneho ovplyvnenia obsahu proteinov v zrne ¢i ¢asu zrenia (Mergoum et al.,
2009). Bola preukazana spojitost’ medzi velkostou zrna a vlastnostami ovplyviujucimi
kvalitu muky, ato prostrednictvom proteinového zlozenia a hydrolytickej aktivity
enzymov. Tieto aspekty ovplyviiuju kvalitu mioky pri peCeni a aj trvanlivost

pekarenskych vyrobkov (Millar et al., 1997; Evers, 2000).

Potreba zvysenie vynosu je podmienena jednak rastticou populaciou, ale aj vyuZzitim
obilnin pre tvorbu biopaliv, ¢i zmenou stravovacich navykov. Aby boli uspokojené vsetky
naroky, produkcia dolezitych obilnin by sa mala do roku 2050 zdvojnasobit’

(pozri Obr. 2) (Ray et al., 2013).


https://www.fao.org/worldfoodsituation/csdb/en/

12 -
. kukurica
10 . 1yza

B psenica

Vynos (t/ha)

L L L 1 L 1 ]
1970 1880 1980 2000 2010 2020 2030 2040 2050

Roky
Obrazok 2: Predikcia globalneho vynosu délezitych obilnin v roku 2050

Pomocou bodov je zaznageny globalny plo$ne vazeny priemer délezitych hospodarskych plodin v obdobi
rokov 1961-2008. PIné Ciary znazorfuju predikciu rastu vynosu u Styroch hospodarsky vyznamnych
plodin, ak by sa zvySovala rovnakym tempom, ako sa zvySovala do roku 2008. Prerusovana ciara
znazoriuje trend zlepSenia vynosu o 2,4 % rocne, ¢o by zodpovedalo vyzadovanému dvojnasobnému

navyseniu do roku 2050. Tieflovanie znazoriiuje oblast’ 90 % spolahlivosti. Upravené podla Ray et al.
(2013).

3.2.1 Komponenty vynosu

Vynos je zlozeny z troch zékladnych komponentov, a to podet klasov na m?, podet zin
na klas a hmotnost’ 1000 zfn (Sayre at al., 1997). Vynos, ako celok komponentov, je
vyrazne ovplyvneny prostredim, to avsak neplati o jeho komponentoch (napr. hmotnost’
zrna), kde je vplyv prostredia mensi (Cuthbert et al., 2008). Z tohto dovodu sa $lachtitelia

zameriavaju na jednotlivé komponenty.

Komponenty vynosu su pritom voci sebe v urcitych hierarchiach, pochopenie ich
vzajomného postavenia moze viest’ k efektivnejSiemu zvySovaniu vynosu. Jednotlivé
hierarchie zorad'uju jednotlivé znaky ovplyviiujice vynos do poradia v akom dokazu
ovplyvnit’ celkovy vynos. Hierarchicky st vyssie tie znaky, ktoré vyraznejSie ovplyviuju
vynos. Z toho vyplyva, ze vyznamnejsi znak moze ovplyvnit' celkovy vynos vo vacsej
miere, ako znak s hierarchicky mensim vyznamom. Napriklad ,Hierarchia 1° poukazuje

na vi¢si doraz na pocet zfn na m? ako velkost’ jednotlivého zrna (Slafer et al., 2014).



Pocet klasov je u psSenice ovplyvneny poctom fertilnych odnozi, ktorych zakladanie
ovplyviiuje genotyp a vonkajSie prostredie. V pripade priaznivych podmienok sa
priemerne vytvoria 2 az 3 fertilné odnoze (Acquaah, 2012). Klas pozostava priblizne
z 20 az 25 klaskov, najvdéSie zrno je zvycajne odspodu druhé v poradi. Smerom
20 spodnej Casti klasu na vrchnu sa zrnéd zmensuju. Celkovo sa moze na klase nachadzat’

25 az 75 zin podla velkosti Klasu a fertility klaskov (Acquaah, 2012).

Jeden zo zékladnych komponentov, hmotnost’ 1000 zin, je ovplyvneny velkost'ou zrna,
ktora zavisi od dizky a $irky zrna a ich pomerov, a teda od celkového tvaru (Campbell
etal., 1999; Dholakia et al., 2003). Hmotnost’ zrna méa spomedzi troch zakladnych
komponentov vynosu najvacsiu mieru dedi¢nosti (Alexander et al., 1984). Vaha zfn je
ovplyvnena ich mnozstvom, pri€om s rasticim poctom zfn v klasu je viha zrna

redukovana.
3.2.2 Vplyv domestikacie na vlastnosti zrna

Tvar zrna nepatri medzi dolezité komponenty domestikaéného syndromu pSenice. Radi
sa sem hlavne velkost a hmotnost’ zrna. Tvar zrna teda nebol donedavna u pSenice
zohl'adiovany ako u inych obilnin. Napriklad u ryze patril medzi délezité komponenty
domestikacie (Kovach et al., 2007). Tvar zrna vyznamne ovplyviiuje mletie a kvalitu
muky (Osborne a Anderssen, 2003). Teoretické modely naznacuji zvysenie vynosu pri
mleti miky na zéklade optimalizacie tvaru a velkosti zrna. Optimalny tvar by mal byt

vel’ky a sféricky (Evers et al., 1990).

Velkost” zrna koreluje s tvarom a vahou zrna (Cui et al., 2011), existuje vSak negativna
korelacia medzi velkostou a poétom zfn v klasu. Mensie semena sa v rastlinnej risi
vyskytuji vo véacSom pocte ako velké semena (Gupta et al., 2006). Avsak
U pol'nohospodarsky vyznamnych druhov, kam patri aj pSenica, mdzeme pozorovat
postupné zvicSovanie zin (Feldman, 2001; Fuller, 2007). Nakol'ko vel'kost’ zrna vyrazne
ovplyviluje vynos, je zlepSenie tohto znaku doélezitym cielom. Prvym krokom
Slachtitel'sky programov pri zlepSeni daného znaku je identifikacia lokusov, ktoré dany

znak ovplyviuju (Gegas et al., 2010).



T. urartu(AY )laegilopoides monococcum, T.sinskajae(A™A™ ) | armeniacum  typicum ,T.mililinae (GGA™A™ )

Y Y
T. monococcum ssp. (A™A™) T. timopheevii ssp. (GGA™A™)

turanicum  speciosum carthlicum  dinurum  dicoccum T. ispahanicum (BBAYAY)

T. turgidum ssp.(BBAVAY)

. Spelta macha compactum sphaerococcum aestivum | T. vavilovii (BBAYA*DD) T. zhukovskyi (GGAA AmA™ )
T

T. aestivum ssp. (BBA"A'DD)

Obrazok 3: Domestikacny syndrém zvic¢sovania zrna u pSenice

Reprezentativne vzorky zin 22 druhov a poddruhov rodu Triticum st radené podla polyploidie
(od diploidnych po hexaploidné druhy). Prevzaté od Gegas et al. (2010).

3.3 Lokusy kvantitativnych znakov

Dnesné kultivary pSenice prevazne vykazuju nizku diverzitu pri génoch kontrolujucich
dolezité agronomické znaky (Feuillet et al., 2008). Mnoho agronomicky vyznamnych
znakov je podmienenych lokusmi kvantitativnych znakov (quantitative trait loci, QTLS).
Kvantitativne znaky s vyrazne ovplyvnené taktiez prostredim, ¢i uZ vonkaj$im
(napr. teplota, slne¢né Ziarenie, vlhkost’) alebo vntitornym (genetické pozadie). Vykazuju
Castokrat kontinualnu fenotypovl variabilitu, ktort je mozné vyjadrit pomocou
Gaussovej krivky. Vplyv kazdého QTL na znak je rozdielny audava sa ako cCast
vysvetlenej fenotypovej variability (percentage of explained variance, PEV). Menegj

nez 10 % celkovej variability vysvetl'uju tzv. minor QTLs. Major QTLs vysvetl'uju
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viac nez 10 % variability, ¢im sa stavaju ekonomicky zaujimavejsimi. Detekcia QTLs je
nevyhnutnym krokom Sl'achtitel'skych programov zameranych na vynos. QTLs mozeme

na chromozomoch lokalizovat pomocou QTL mapovania (Rifkin, 2012).
3.3.1 Mapovanie QTL

QTL mapovanie je Statistickda metdoda kombinujuca véizbové mapovanie (vyuZitie
molekularnych markerov) a kvantitativhu genetiku (meranie vlastnosti). Hlada
meratel'ni asociaciu medzi fenotypom a markermi a je teda zalozené na hypotetickych
genetickych modeloch (Sehgal et al., 2016). Zakladny postup QTL analyzy je zalozeny
na pravdepodobnostne;j Statistickej metdde, ktora testuje dve hypotézy. Nulova hypotéza
predpoklada neexistenciu QTL, voci ktorej je testovana alternativna hypotéza, ktora

predpoklada existenciu QTL a jeho asociaciu s markerom (Morton, 1955).

QTL mapovanie je mozné zhrnut' v 6 krokoch. (1) Vyber dvoch rodicovskych linii
s kontrastnymi fenotypmi pre sledovany znak a (2) vytvorenie mapovacej populacie
krizenim vybratych rodiCovskych linii. (3) Fenotypizacia sledovaného znaku
u mapovacej populacie (morfologické vlastnosti, agronomické vlastnosti, rezistencia voci
Skodcom a chorobam, odolnost’ voéi suchu apod.). Prebieha minimalne v troch ré6znych
lokalitach alebo v troch roznych sezoénach, scielom =znizit vplyvy vonkajSicho
prostredia. (4) Genotypizacia mapovacej populacie prebieha napr. metdédami DArT-Seq
(Kilian et al., 2012), RAD-Seq (Baird et al., 2008) alebo GBS (Elshire et al., 2011).
(5) Nasleduje zostavenie vézbovej mapy a (6) detekcia molekularnych markerov

asociujucich so sledovanym znakom (Sehgal et al., 2016).

K mapovaniu QTLs existuju Specializované programy, ako napr. MultiQTL (Korol et al.,
2001), R/qgtl (Broman et al.,, 2003), QTLCartographer (Wang et al.,, 2012) alebo
IciMapping (Meng et al., 2015), pri¢om je mozné vyuzit niektoru zo Statistickych metod.
Medzi ktoré¢ sa radia jednomarkerova analyza, jednoduché intervalové mapovanie,

zloZené mapovanie pomocou intervalu a mnohonasobné intervalové mapovanie.

Zakladnou jednoduchou metodou je jednomarkerova analyza (single-marker analysis,
SMA). SMA metdda porovnava fenotypové a genotypové data a marker s najvacsou
mierou asociacie je vybrany ako najblizsia pozicii QTL. Metoda operuje so Statistickymi
analyzami ako t-test (Gosset, 1908), linearna regresia (Kearsey a Hyne, 1994) alebo
analyza rozptylu (analysis of variance, ANOVA) (Fisher, 1919). Vyhodou je, Ze nie je
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potrebnd vdzbova mapa, nakolko sa s fenotypmi porovnavaju jednotlivé markery.
Nevyhodou moze byt’, ze ak nie je marker dostato¢ne blizko QTL, vtedy nebude QTL
detekované (Collard et al., 2005).

Jednoduché intervalové mapovanie QTL (simple interval mapping, SIM) spociva
V testovani pritomnosti alebo nepritomnosti vizby medzi QTL a intervalom medzi parom
hrani¢nych (flanking) markerov pomocou met6dy maximalnej vierohodnosti. Nevyhodou
SIM je, ze predpokladéd pritomnost’ len jedného QTL na védzbovu skupinu, ¢o nemusi
odpovedat’ realite. VSetky ostatné QTL mimo toho najsignifikantnejSicho tak zostanu
nedetegované. Variantom tejto metody je jednoduché intervalové mapovanie pomocou
regresie (Haley a Knott, 1992), ktoré bolo vytvorené pre zjednodusenie a urychlenie

vypoctov.

Zlozené intervalové mapovanie (composite interval mapping, CIM) vyuziva jednoduché
intervalové mapovanie (SIM) v kombinacii s mnohonésobnou regresiou (Jansen a Stam,
1994; Zeng, 1994). Tymto postupom znizi vplyv genetického pozadia pomocou nahodne
volenych kofaktorovych markerov. Vyhodou oproti SIM je teda mapovanie lokusov
s vysSou presnostou. NovSou verziou je inclusive composite interval mapping (ICIM),
vramci ktorého si kofaktorové markery navolené postupnou regresiou namiesto

nahodného vyberu (Li et al., 2006).

Mnohonasobné intervalové mapovanie (multiple interval mapping, MIM) sa od vSetkych
predchadzajucich metdd 1iSi tym, Ze predpokladd existenciu nie len jedného QTL
pre sledovany znak v ramci genomu. MIM najskér vytvara CIM model a nasledne
postupne pridava a odobera QTL sekvencnou selekciou. Iteraény EM (expectation—
maximization) algoritmus potom odhaduje pravdepodobnost’ existencie QTLs a pripadné

epistazie medzi nimi (Kao et al., 1999; Zeng et al., 1999).

Pravdepodobnost’ pritomnosti QTL v danom bode alebo intervale na chromozome je
vyjadrena pomocou LOD (logarithm of the odds) skore (Morton, 1995). Tradi¢ne je LOD
skore s vda¢sou hodnotou ako 3 povazované za signifikantné (Lander a Botstein, 1989).
Castejsie sa viak signifikantnost’ QTL uréuje na zéklade prekrocenia kritickych hodnét,

ktoré st ur¢ené pomocou permutacnych testov (Churchill a Doerge, 1994).

QTLs su vicsinou mapované do Sirokych intervalov, ktorych velkost moéze byt

az desiatky ctM a mo6ze teda zahiiat' velké mnozstvo génov. Z tohto dévodu je nutné
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naviazat' mapovanim s vysokym rozliSenim, Scielom zmensit velkost’ intervalov
na jednotky az desatiny cM. Tym sa znizi pocet kandidatnych génov pre mapované QTLS.
K tomuto postupu st selektované linie rekombinujuce v QTL intervale, ktory je
ohraniceny (flanking) markermi. Zaroven s tym st d’alej do intervalu navrhované nové
markery, ktorymi sa v zavislosti na fenotype zuzuje QTL oblast’. Popripade sa mézu stat’

novymi flanking markermi pre nasledujtce kolo selekcie rekombinantnych linii.

Mapovanie QTL s vysokym rozliSenim je aplikovatel'né v §achteni pomocou markerov
asistovanej selekcie. Taktiez tvori zaklad pre pozi¢né klonovanie, ¢ize identifikaciu génu
ovplyviiujuceho skimany fenotyp, ajeho nasledné vyuzitie v génovom inZinierstve.
Kandidatny gén alebo gény je mozné validovat metédami reverznej genetiky, ako su

napriklad RNA-interferencia, geneticky knock-out alebo knock-in.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material:

* Mapovacia populacia 81 Fi2 rekombinantnych inbrednych linii pSenice jednozrnky
(Triticum monococcum L.) pripravena z krizenia domestikovanej jednozrnky DV92
(Podgorica, Cierna Hora) a divokej jednozrnky G3116 (Libanon). Generacia Fs
DV92xG3116 bola sprostredkovana prof. Jorge Dubcovskym, Ph.D. z University of
California, USA (Dubcovsky et al., 1996). Generacie Fg.12 boli pripravené
Monikou Skopovou, Barborou Balcarkovou (Klocova, 2010), Luciou HIluskovou
(Gallova, 2011) a Hanou Vanzurovou (Vanzurova, 2013).

* Mapovacia populacia 102 F linii pripravenych zkrizenia DV92 alinie 113
pochadzajucej z populdcie DV92xG3116. Tato populacia bola vytvorena Barborou
Balcarkovou a Hanou Vanzurovou za uUcelom verifikacie lokusov kvantitativnych
znakov mapovanych v populacii DV92xG3116.

» Vizbova mapa populacie DV92xG3116 zostavena z DArT, SSR, STS, IRAP, CAPS,
EST, ISBP a HRM markerov (Lampar, 2020).

* Vizbova mapa DV92xG3116 (47 linii spolo¢nych s vySSie uvedenou vézbovou
mapou) zostavena zo SNP markerov z 90K Infinium iSelect SNP Cipu prof. Rudi
Appelsom, Ph.D. z Murdoch University, Australia (nepublikované).

* Sekvencie linie T. monococcum TA4342-96 poskytnuté prof. Bikram S. Gillem, Ph.D.,
Kansas State University, USA (nepublikované).

* Sekvenacné ready rodicov DV92 a G3116 namapované na A" chromozdémy
referen¢nej sekvencie pSenice IWGSC RefSeq v1.0 (IWGSC, 2018). Sekvenacné
kniznice DV92 a G3116 boli pripravené NEBNext Ultra Il DNA Library Prep

supravou (New England BioLabs) a sekvenované na NovaSeq 6000 (Illumina).
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4.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky
Pouzité chemikalie:

« 3-metacryloxypropyltrimetoxysilan (Serva, kat. ¢. 2873901)

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

» Agardza I (VWR, kat. ¢. 97062-250)

» DNA oligonukleotidy (Integrated DNA Technologies)

* Etidium bromid (Serva, kat. ¢. 2125101)

» Etyléndiamintetraoctan sédny dihydrat (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)

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

*  Chlorid draselny (Lach-ner, kat. ¢. 7447-40-7)

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

» Kyselina borita (Lach-ner, kat. ¢. 10043-35-3)

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

* Nukleotidy, 100 mmol-1-1 dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR, kat. ¢. 733-1855)

* 0-krezolova Cerven (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1733-12-6)

* Peroxodisiran amonny (APS; Serva, kat. €. 13376.01)

* Redestilovana voda

* Sacharéza (Lach-ner, kat. ¢. 57-50-1)

* Taq polymeraza (New England BioLabs, kat. ¢. M0273E)

» Tris BASE (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 77-86-1)

* Tris-HCI (Roche, kat. ¢. 1185-53-1)

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

* Restrikény enzym Taqgal (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. ER0671)

* Restrikény enzym Bsml (New England BioLabs, kat. ¢. 50-811-991)

* Restrikény enzym Hindlll (New England BioLabs, kat. ¢. 50-811-928)

* Restrikény enzym Dpnll (New England BioLabs, kat. ¢.50-812-217)

* Restrikény enzym Ddel (New England BioLabs, kat. ¢. 50-812-089)
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Pouzité stipravy:

» Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter, kat. ¢. 000600v32)

» Agencourt GenFind v3 Kit (Beckman Coulter, kat. ¢. C34880)

* BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems, kat. ¢. SBUF-100)

* BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢. 4337458)
* ExoSAP (Applied Biosystems, kat. ¢. 78205.10.ML)

* NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740770.250)

Pouzité roztoky:

e 5x TBE pufer 450 mmol- I Tris
450 mmol-I* kyselina borita
10 mmol-IEDTA (pH 8,0)

e 10x PCR pufer: 100 mmol-1* Tris-HCI (pH 8,2)
500 mmol-1" chlorid draselny

15 mmol-1? hexahydrat chloridu hore¢natého

1 9% Triton X-100

e 5x Cresol Red: 0,01 % o-krezolova ¢erven

1,5 % sacharoza
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4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

* Aparatara pre horizontalnu gélovu elektroforézu Owl A6 (Thermo Fisher Scientific)

Aparatura pre vertikalnu gélovu elektroforézu C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific)

Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)

Centrifuga CR 41 (Jouan)

Centrifuga PlateFuge MicroCentrifuge (Benchmark Scientific)

Centrifiga Mega Star 600R (VWR)

Homogenizator Mixer Mill MM301 (Retsch)
Laboratorna vaha Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi)
Mikrovinna traiba KOR-6C2B (DAEWOO)
Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific)

Robot Biomek NXP (Beckman Coulter)

Sekvenator 3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems)
Termocyklér C-1000 Touch (Bio-Rad)

Trepacka Reax Control (Heidolph Instruments)

UV transiluminator InGenius (Syngene)

Vodna ktpel’ Jouan J18 (Jouan)

Zdroje MP-300V a MP-500V (Major Science)
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4.4. Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1 Navrh molekularnych markerov

V prvom pripade boli na zdklade vybranych DArT markerov zvidzbove] mapy
DV92xG3116 navrhnuté vhodné kodominantné PCR markery. DArT markery su
zalozené na hybridizacii, priCom ich sekvencie nie su zname. Genotypové data DArT
markerov boli priradené na odpovedajuce miesta v SNP vidzbovej mape (90K Infinium
iSelect SNP mapa). Sekvencie susednych SNP markerov boli vyhl'adané pomocou
BLASTN v2.2.26 (Altschul et al., 1997) v databaze kontigov T.monococccum
TA4342- 96. U najdenych signifikantnych kontigov prebehla kontrol na nepritomnost’
repetitivnych sekvencii pomocou databazy TREP (non-redundant TRansposable
Elements Platform v16, wheat.pw.usda.gov/blast). Nasledne boli vo vybranych

sekvenciach predikované gény s vyuzitim FGENESH s parametrami Specifickymi
pre T. aestivum (softberry.com) (Solovyev et al., 2006). Markery boli navrhnuté pomocou
Standardného nastavenia v programe Primer3 v0.4.0 (Untergasser et al., 2012) tak, aby
produkty mali dizku priblizne 500 bp. Markery vykazujice dizkovy polymorfizmus boli
rovno vyuzité ku genotypovaniu. Ak markery poskytovali rovnako vel'ké PCR produkty
u oboch rodi¢ov, boli osekvenované a nasledne alignované algoritmom MUSCLE (Edgar,

2004). V pripade identifikacie SNP boli pomocou CAPS Designer (sgn.cornell.edu/tools/

caps_designer/caps_input.pl) (Fernandez-Pozo et al., 2014) vyhl'adané vhodné restrikéné

endonukleazy a nasledne boli ako CAPS markery pouzité ku genotypovaniu.

Po ziskani sekvencii rodi¢ovskych linii DV92 a G3116 boli markery v druhom pripade
navrhnuté na ziklade polymorfizmov (indelov) medzi nimi. Sekvencie rodicov
namapovane¢ na referencni sekvenciu psenice IWGSC RefSeq v1.0 IWGSC, 2018) boli
zobrazené spolu s predikovanymi génmi (high-confidence geny) (IWGSC, 2018)
vIGVv2.12.0 (Robinson et al, 2011). Markery boli nasledne navrhnuté

na polymorfizmy preferen¢ne v génovych oblastiach pomocou Primer3 v0.4.0.
4.4.2 Izolacia genomovej DNA

DNA bola izolovand stpravou Agencourt GenFind v3 alebo NucleoSpin Plant II.
V oboch pripadoch boli odobraté ¢asti rastlinného pletiva (tri ~3 cm kuasky listov) ususené
a mechanicky homogenizované sklenenymi gul'6ckami (Mixer Mill MM301, 3 mindty,

27 Hz).
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Vysokokapacitna izolacia DNA bola prevedena v 96-jamkovych deep-well dostickach
supravou Agencourt GenFind v3 robotom Biomek NXP podla Ivanicovej et al. (2016).
Stprava NucleoSpin Plant II bola pouzitd podla navodu dodaného vyrobcom.
Koncentracia izolovanej genémovej DNA bola stanovend pomocou Nanodrop One

a nasledne boli vzorky nariedené na 20 ng/ul.
4.4.3 Polymerazova ret'azova reakcia

PCR boli prevedené v 96-jamkovych PCR dostickach (VWR), priCom objem reakcii bol
20 ul. Reakénad zmes obsahovala 2 ul 10x PCR pufru, 4 ul5x Cresol Red,
0,4 ul 100 mmol-1t dNTP, 2 pul 10 umol-1? forward (F) primer, 2 ul 10 umol-1?
reverse (R) primer, 0,4 ul Taq polymerazy 2U-ul?, 8 ul redestilovanej vody
a 1,2 pl genomovej DNA o koncentracii 10-20 ng-ul. PCR prebiehali podl'a protokolu
touchdown PCR, ktory je uvedeny v Tab. 2.

Tabul’ka 2: Podmienky touchdown PCR

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov

1 Pociato¢na denaturcia 95 5 minit 1

2 Denaturacia 95 40 sekand

3 Nasadanie 65 (-0,7/cyklus) 40 sektnd 16

4  Extenzia 72 1 minuata

5 Denaturacia 95 40 sekand

6 Nasadanie 53 40 sekund 17

7 Extenzia 72 1 mintt

8 Zaverelna extenzia 72 10 minut 1

4.4.4 Restrikéné Stiepenie

PCR produkty CAPS markerov boli Stiepené pomocou restrikénych endonukleéz.
Reak¢énd zmes obsahovala vzdy 1 pul 5% Cresol Red, 0,5 pl prislusného pufru (voleny
podla restriktdzy), 1 pl restrikéného enzymu, 2,5 pl redestilovanej vody a5 pul PCR
produktu. Restrikéné Stiepenie prebiehalo pri teplote vhodnej pre danou restriktazu po
dobu 2 hodin.
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4.4.5 Horizontalna agarozova elektroforéza

Produkty PCR (5 pl) alebo produkty restrikéného Stiepenia (9 pl) boli separované
na 1,5 % agar6zovom géli (4,5 g agarozy, 300 ml 0,5x TBE) s markerom molekulovej

hmotnosti pri konStantnom napéti 130 V po dobu 70 az 90 minnt.

Nasledne boli separované produkty nafarbené v roztoku 0,05 % etidium bromidu

a vizualizované na UV transiluminatore.
4.4.6 Vertikalna polyakrylamidova elektroforéza

PCR produkty alebo produkty restrikéného Stiepenia o malej molekulovej hmotnosti
(mensej nez 200 bp) boli separované v 4 % nedenaturujicom polyakrylamidovom géli
(4 % akrylamid/bisakrylamid 19:1, 0,07 % TEMED, 0,07 % APS, 0,5x TBE pufer,

redestilovana voda).

Elektroforéza prebiehala v 0,5% TBE pufti s 0,03 % etidiom bromidom pri konstantnom
napati 350 V po dobu priblizne 70 az 80 minut. Nasledne boli separované produkty

vizualizovane pomocou UV transiluminatoru.
4.4.7 Sekvenovanie produktov PCR pomocou Sangerovej metody

Produkty PCR boli enzymaticky precistené pomocou ExoSAP stpravy a nasledne

sekvenované Sangerovou metodou.

Pred enzymatickym precistenim boli na agar6zovom géli odhadnuté koncentracie
produktov PCR. K tomuto vizualnemu hodnoteniu bol na porovnanie koncentracii

pouzity GeneRuler 100 bp DNA molekularny marker o koncentracii 50 ng/pl.

Reak¢éna zmes na enzymatické precCistenie sa skladala z 20-40 ng PCR produktu,
0,25 U enzymu alkalicka fosfataza (fastAP), 0,05 U enzymu exonukleaza | (Exo 1) a
1x PCR pufru. Inkubacia prebiehala pri 37 °C po dobu 30 minut, po ktorej prebehla

denaturacia pri 95 °C po dobu 5 minut.
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Nasledne boli precistené produkty PCR (5-20 ng) sekvenované za pouzitia supravy
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing. Pricom kazda sekvenacna reakcia v objeme
10 pul obsahovala okrem PCR produktu aj 1,5 ul 5x sekvenacného pufru, 0,5 pl BigDye,
1 ul 10 umol-1* F alebo R primeru a objem vzorky bol doplneny redestilovanou vodou.

Sekvenacné reakcie probiehali podla Tab. 3 v 96-jamkove;j dosticke.

Tabul’ka 3: Podmienky sekvenaénej reakcie

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov

1 98 5 minut 1
2 96 10 sekund
3 50 5 sektind 60
4 60 4 minuty

Dalej boli produkty preéistené pomocou magnetickych guld¢éok CleanSEQ na robotovi

Biomek NXP a separované kapilarnou elektroforézou na pristroji ABI 3730xl.
4.4.8 Genotypovanie

Genotypovanie markerov prebiechalo na zaklade pritomnosti ¢i nepritomnosti
konkrétneho PCR produktu (presence-absence polymorfizmus) alebo rozdielnej dizky

produktov PCR Vv porovnani s rodi¢ovskymi liniami.

V pripade pritomnosti alely od rodica DV92 bola alela jedinca znacend ako A, v pripade
alely od rodica G3116 bola alela jedinca znacena ako B. U heterozygdtnych jedincov sa

pouzivalo znacenie H. Vysledné genotypy boli zaznacené v tabul’ke v Microsoft Excel.
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5 VYSLEDKY

Praktickd cCast’” bakalarskej prace nadvdzuje na vysledky diplomovych prac
Hany Vanzurovej (Vanzurova, 2013) a Adama Lampara (Lampar, 2020) zameranych
na mapovanie QTL pre agronomicky vyznamné znaky, vratane tvaru (plochy, respektive
velkosti) zrna, u pSenice jednozrnky (T. monococcum). Pre velkost’ zrna zamapovali
QTL na chromozomoch 1A™, 2A™, 3A™ 5A™ a 7A™. LOD skoére QTL na chromozéme
7A™ dosiahlo hodnoty 45 a PEV (percentage of explained variance) bola 16 %, ¢o z velkej
Casti vysvetlovalo fenotypovu variabilitu pre tento znak. Preto bolo toto QTL vybrané

pre mendelizaciu a saturaciu markermi.

5.1 Navrhnutie molekularnych markerov k mendelizacii lokusu pre velkost’
zrna na chromozéme 7A™

S vyuzitim SNP vizbovej mapy poskytnutej prof. Rudi Appelsom boli navrhnuté
molekularne markery pre QTLS na chromozémoch 1AM, 2A™ a 5A™ k naslednej
mendelizacii lokusu pre velkost’ zrna na chromozoéme 7A™. Celkovo bolo navrhnutych

36 markerov (pozri Priloha 1).

Kodominantny marker Owm2169 vykazoval dizkovy polymorfizmus medzi rodiémi
DV92 a G3116. Markery D861475-1, D861232-1, Owm2176, Owm2177, Owm2179,
Owm2180, Owm2181, Owm2182, Owm2184, Owm2185 a Owm2189 vykazovali
presence/absence polymorfizmus. Jednalo sa teda o dominantné markery, a z tohto
dovodu boli vyradené ako nevhodné pre genotypovanie segregujucich populécii. Markery
Owm2194 a Owm2197 neamplifikovali useky DNA ani jedného z rodicov
DV92 a G3116.

U 12 markerov (D861475-2, D861232-2, Owm2170, Owm2171, Owm2172, Owm2174,
Owm2188, Owm2190, Owm2191, Owm2193, Owm2195 a Owm2196), ktorych PCR
produkty sa u rodi¢ovskych linii nelisili dizkou, boli produkty sekvenované pre detekciu
SNP. Dalgich 9 markerov malo taktiez rovnaké dizky PCR produktov u oboch rodi¢ov,
ale ako redundantné uz neboli sekvenované (Owm2168, Owm2173, Owm2175,
Owm2178, Owm2183, Owm2186, Owm2187, Owm2192 a D2490).
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Alignment PCR produktov rodicov markera D861232-2 poukazal na existenciu kratkeho
13 bp dlhého indelu. Okolo tohto indelu bol navrhnuty kodominantny marker D861232- 3

vhodny pre gélovu polyakrylamidovu elektroforézu.

Dalsich 6 markerov bolo prevedenych na kodominant¢é CAPS markery (Cleaved

Amplified Polymorphic Sequence) (Konieczny a Ausubel, 1993) (pozri Priloha 1).

Zo vsetkych kodominantnych markerov boli vybrané Styri k otestovaniu, ¢i amplifikuju
Specifické useky. Islo o markery D861232-3, Owm2169, Owm2174 a Owm2191, ktorymi
bola genotypovana mapovacia populacia 81 rekombinantnych inbrednych linii (RIL) F12
pochadzajucej z krizenia domestikovanej jednozrnky DV92 a divokej jednozrnky G3116.
Genotypy tychto markerov boli nésledne priradené do vdzbovej mapy DV92xG3116,
pricom pozicie vSetkych markerov odpovedali pozicidm, kam boli navrhnuté. Tieto Styri
markery boli pridané k ostatnym markerom, ktoré boli uz k mendelizacii QTL
na chromozéme 7A™ navrhnuté. Ostatné markery uz neboli v ramci bakalarskej prace

testované a pouzité.

5.2 Mendelizacia lokusu na chromozome 7A™

F> mapovacia populadcia vzniknuta zkrizenia DV92 alinie 113 (pochadzajicej
z populacie DV92xG3116) bola genotypovand markermi D861232-3, Owm2169,
Owm2174 a Owm2191. Populécia bola naviac genotypovand uz predtym navrhnutymi
markermi pre QTLS na chromozémoch 1A™, 3A™, 5A™ a 7A™: D470347, Owm2157,
Owm407, D376253, Owm2111 2 a Owm2110_2 (Vanzurova, 2013; Lampar, 2020).
Z mapovacej populacie DV92x113 boli nasledne vybrané¢ vhodné linie k mendelizacii
lokusu pre velkost’ zrna na chromozome 7A™ (pozri Tab. 4). Linie boli vyberané primarne
na zaklade heterozygétnej konstitiicie lokusu pre velkost’ zrna na chromozéme 7A™.
Dalej podla homozygoétnej konstiticie ostatnych QTLs pre velkost zrna na zvysnych
chromozomoch. Linie 228, 231, 247 a 265 boli prevazne homozygotne pre lokusy
zdedené od rodi¢a DV92 (A). Linie 284, 295, 299 a 307 boli prevazne homozygdtne pre
lokusy zdedené od rodica G3116 (B). Pre marker D861232-3 nebolo mozné ziskat’ linie
homozygotne pre oblast’ QTL na chromozéme 1A™ od rodi¢e G3116, pretoze v populacii
nesegregovala. Linia 233 bola jiz plne mendelizovana pre QTL na chromozdéme 7A™.

Zo vsetkych linii bolo nasledne vysadenych 473 jedincov. Vsetci vysadeni jedinci boli
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genotypovany pomocou markerov uvedenych v Tab. 4, pokial’ dané oblasti QTLS uz

neboli v homozygotnej konstitucii.

Tabulka 4: Geneticka konStitticia oblasti QTL na chromozomoch 1A™, 2A™, 3A™, 5A™
a 7A™ vybranych linii z F, populacie DV92x113 pre mendelizacii QTL na chromozéme 7A™

Chr./ . Linie z populace DV92x113 k mendelizacii QTL na 7A™
QTL Marker Polymorfismus

228 231 247 265 233 284 295 299 307

DA470347 CAPS Taqal A A B B
D861232-3 LP A A A A A A A A A
Owm2169 LP A A A A B B B B B

? Owm2174 CAPS Dpnll A A A A B B B B B

Owm2157 LP A A A A A B B B B

Owm407 CAPS Dpnll A A A A B B B

D376253 CAPS Hindlll A A A B B
Owm2191 CAPS Bsml A B

Owm2111_2 CAPS Dpnll
Owm2110_2 CAPS Ddel

Uvedené markery ohrani¢uji dané QTLs na danych chromozomoch. V ramci mendelizacie lokusu
na chromozéme 7A™ boli linie 228, 231, 247 a 265 z F, populacie DV92x113 vybrané na zaklade
homozygotnych konstitacii v oblastiach QTL zdedenych od rodi¢a DV92 (A). Linie 284, 295, 299 a 307
boli vybrané na zaklade homozygotnych konstitacii v oblastiach QTL zdedenych od rodi¢a G3116 (B).
Hrani¢ny marker D861232-3 v tejto populacii nesegregoval. Linia 233 bola plne mendelizovana.

Z 473 ogenotypovanych rastlin boli vybrané také, ktoré mali v heterozygotnom stave
QTL na chromozéme 7A™ aostatné QTL v homozygdtnom stave, ¢i uz s alelami
od rodi¢a DV92 alebo G3116. Celkom bolo vybranych 21 najvhodnejsi linii k selekcii

rekombinantnych linii.

6 linii bolo mendelizovanych pre QTL na chromozéme 7A™. Dalsich 15 linii nebolo aplne
mendelizovanych pre QTL nachromozome 7A™, nakolko niektoré QTL na inych
chromozomoch (1A™, 3A™ alebo 5A™) zostali v heterozygoétnom stave (vyber linii
v Tab. 5). U tychto linii je pripadne nutné mendelizaciu QTL na chromozoéme 7A™
previest’ v dalSej generacii. Z dovodu pritomnosti homozygdtnej konstiticie v oblasti

lokusu na chromozome 7A™ boli vyradené linie odvodené z linii 307 a 295.
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Tabulka 5: Geneticka konStitticia oblasti QTL na chromozomoch 1A™, 2A™, 3A™ 5A™
a 7A™ po mendelizacii vybranych linii z F» populacie DV92x113 pre QTL na chromozéme

7AM
Chr./ Marker Linie z populace DV92x113 mendelizované pre QTL na 7A™
QTL 228-95  231-1 247-194 265-285 233-427 284-161 299-334
D470347 A A A A A B B
D861232-3 A A A A A A A
Owm2169 A A A A B B B
? owm2174 A A A A B B B
owm2157 A A A A A B B
: owm407 A A A A A B B
D376253 A A A A A B B
Owm2191 A A B B B
Owm2111_2
! Owm2110_2

Uvedené markery ohranicuju dané QTLs na danych chromozémech. Linie 228-95, 231-1, 233-427,
284-161 a 299-334 boli plne mendelizované, zatial’ ¢o linie 247-194 a 265-285 neboli plne mendelizované

vzhladom Kk segregujucemu markeru Owm2191.

5.3 Saturacia lokusu na chromozome 7A™ markermi

DalSie navrhnuté markery boli ur€ené na rovnomernt saturaciu oblasti lokusu pre vel’kost’

zrna na chromozéome 7A™. S vyuzitim sekvena¢nych readov rodicov DV92 a G3116

namapovanych na referenént sekvenciu psenice bolo celkom navrhnutych 16 markerov

v oblasti 118-202 Mbp na chromozome 7A™ (pozri Priloha 2). Navrhnuté markery boli

otestované na mapovacej populacii Fi2 DV92xG3116. Z navrhnutych markerov

vykazovalo 15 markerov dizkovy polymorfizmus a len jeden marker, Owm2228, nebol

funkény.
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6 DISKUSIA

Hlavnym ciel'om praktickej ¢asti bakalarskej prace bolo pomocou mendelizacie lokusu
pre tvar (plochu) zrna na chromozéme 7A™ uT. monococcum ziskat' vhodné linie
k mapovaniu tohto lokusu s vysokym rozlisenim. Tvar zrna koreluje s jeho vel'kost'ou a je
tak agronomicky dolezity. Ciel’ prace reflektuje chabost” informacii o velkosti zrna ako
komplexného znaku u pSenice. Nakolko je medzi A" genomom T. monococcum a
A" genébmom T. urartu (druh pSenice, ktora je donorom genému A" 7. aestivum) vysoky

stupen kolinearity, je diploidna jednozrnka vhodnym genetickym modelom.

Oblasti pre navrhnutie molekularnych markerov k mendelizacii lokusu pre vel'kost zrna
na chromozéme 7A™ boli vybrané na =zaklade predchadzajucich vysledkov
Hany Vanzurove] (Vanzurova, 2013) a Adama Lampara (Lampar, 2020), ktori sa
zameriavali na mapovanie QTL pre agronomicky vyznamné znaky. Tieto analyzy
vymedzili oblasti QTLs pre tvar, resp. vel’kost’, zrna u 7. monococcum. Na zaklade LOD
skore a PEV (variabilita vysvetlena QTL) pre jednotlivé QTLs bolo pre d’alsie stadium
vybrané QTL na chromozéme 7A™ (LOD 45), nakol’ko znaéne prispieva k vel’kosti zrna

u T. monococcum (PEV 16 %).

Lampar (nepublikované) mapoval QTL pre velkost’ zrna taktiez na chromozémoch 1A™,
2A™M, 3A™ 5A™ a 7A™ QTL na chromozomoch 1A™, 3A™ a5A™ boli mapované
v rovnakych oblastiach ako QTL QGa.igdb-1A.1, QGa.igdb-3A.1 a QGa.igdb-5A.1, ktoré
detegovali v T. monococcum Yu et al. (2019). QTL na chromozomoch 2A™ a 7A™ zatial

mapované neboli.

QTL analyzou ziskana oblast’ pre QTL pre velkosti zrna na chromozéme 7A™ je stale
velmi velka (priblizne 80 Mbp). K zOZeniu oblasti a ziskaniu menSieho poctu
kandidatnych génov ovplyviiujuceho tento znak je nutné QTL mapovat s vysokym
rozliSenim. Tento postup vyzaduje selekciu novych linii rekombinujucich v oblasti
sledovaného QTL a nasledne porovnanie ich genotypu a fenotypu. Pokial’ by avsak
segregovali aj iné QTL okrem QTL na chromozome 7A™, mali by r6zny vplyv na celkovy

fenotyp a skresl'ovali by tak kone¢nu poziciu skimaného QTL.

Aby bol vplyv ostatnych QTL na velkost’ zrna u odvodenych linii rovnaky, bolo potrebné

chromozom 7A™ mendelizovat. Mendelizacia mala za ciel’ zachovat’ heterozygétny stav

26



pre QTL na chromozome 7A™ ale zaroven ziskat homozygétny stav pre vSetky ostatné
QTL na ostatnych chromozémoch (1A™, 2A™, 3A™ a 5A™) ovplyviujucich tento znak.
U mendelizovanych linii mézeme tak predpokladat’, Ze na zmeny vo velkosti zrna maji

vplyv len alely QTL na chromozéme 7A™.

Vysledky QTL analyzy poukazuju (Lampar, nepublikované), Ze alely rodica DV92
velkost' semien skor zvacsSuju, kdezto alely G3116 skér zmenSuji. Linie boli
mendelizované pre QTL na chromozome 7A™ tak, aby mali oblasti QTLs na ostatnych
chromozoémoch zdedené od rozdielnych rodi¢ov (napr. linia 228-95 a 299-334 v Tab. 5).
Mohlo by sa totizto neskor ukéazat’, ze nie je mozné pre mapovanie s vysokym rozliSenim
pouzit’ napriklad tie linie, ktoré maju alely QTLs prevazne od rodi¢a DV92. Pretoze vplyv
QTL na chromozome 7A™ na znak by nemusel byt stakym genetickym pozadim

fenotypovatel'ny.

Markery boli navrhnuté tak, aby ohrani¢ovali (flanking) oblasti jednotlivych QTL.
Co umoznilo vybrat' jedincov vhodnych pre mendelizaciu. Flanking markery pre QTL
na chromozoémoch 1A™, 2A™ a 5A™ a 7A™ boli optimalizované a doplnené markery
pre QTL na chromozoémoch 1A™, 2A™ a 5A™. Markery boli otestované na populacii
81 rekombinantnych inbrednych linii Fi» pochadzajicej zkrizenia domestikovanej
jednozrnky DV92 a divokej jednozrnky G3116.

Markermi bola nasledne genotypovana F» mapovacia populacia vzniknuta z krizenia
DV92 alinie 113 (pochadzajucej z populacie DV92xG3116). Na zaklade genotypovania
bolo vybranych 9 linii s QTL pre velkost’ zrna na chromozome 7A™ v heterozygotnej
konstitucii a zaroven ostatnymi QTL pre vel’kosti zrna na chromozémoch 1A™, 2A™, 3A™
a 5A™ prednostne v homozygotnej konstitucii. Avsak ¢ast’ z nich bola aj nadalej
V heterozygotnej konstiticii. Z toho dovodu boli z kazdej linie vysadeny jedinci,
z ktorych po genotypovani boli vybrany ti jedinci, ktori mali stale QTL na chromozéme
7A™ v heterozygotnej konstiticii, ale zvy$né QTL na ostatnych chromozémoch
v homozygotnej konstitucii. Celkovo bolo ziskanych 6 linii plne mendelizovanych

pre QTL na chromozome 7A™.

Oblast QTL pre velkost zrna na chromozéme 7A™ bola rovnomerne zahustena
molekularnymi markermi. Celkovo bolo navrhnutych a otestovanych 16 markerov

pokryvajtcich oblast’ od 118 do 202 Mbp a len jeden z nich nebol funkény.
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Ziskané linie a markery tvoria vhodny zaklad k vysoko rozlisitel'nému mapovaniu QTL
pre tvar (velkost’) zrna na chromozéme 7A™. Postupna selekcia rekombinantnych linii
pre sledované QTL anasledna kontrola fenotypu spojena so zahustovanim oblasti
sledovaného QTL markermi méze viest’ k zuZeniu oblasti a zniZenia po¢tu kandidatnych
génov. Po validicii kandidatneho génu by bolo mozné jeho vyuzitie Vv §lachtitel’stve,

ktoré by bolo zamerané na zvySovanie vynosu.
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7 ZAVER

Cielom bakalarskej prace bolo vypracovanie literarnej reserSe na tému pSenice, vynos
a priebeh QTL analyzy. Prakticka ¢ast’ bola zamerana na mendelizaciu lokusu pre tvar
zrna na chromozome 7A™ a zahustenie oblasti QTL na chromozome 7A™ markermi. Tvar
zrna koreluje s jeho velkost'ou a ovplyviuje tak vynos. Na ten sa v poslednych dekadach
vyrazne zamerali Slachtitel'ské programy, ked’ze vzhl'adom na rasticu l'udsku populéciu

je potrebné jeho navysenie.

Detegované QTL pre tvar (resp., velkost’) zrna na mapovacej populacii RIL F12 pSenice
jednozrnky DV92xG3116, ktoré boli mapované Hanou Vanzurovou (Vanzurova, 2013)
a Adamom Lamparom  (Lampar, 2020), poukazovali na vyznamné QTL
na chromozome 7A™. Pre mapovanie tohoto QTL s vysokym rozliSenim bolo potrebné
ziskat’” mendelizované linie. To znamena linie, ktoré maja QTL pre velkost' zrna
na chromozome 7A™ v heterozygotnej konstitucii, ale vietky d’alsie QTLS pre tento znak
na ostatnych chromozomoch v homozygotnej konstitacii. QTLS v homozygotnej
konstitucii totiz budi mat’ rovnocenny vplyv na fenotyp a za zmeny bude z najvacse;j ¢asti

zodpovedné QTL na chromozome 7A™.

K mendelizacii tohto QTL boli navrhnuté markery ohranicujice QTLS abola
ogenotypovana F. mapovacia populacia pSenice jednozrnky DV92x113. Z tejto
populacie bolo ziskanych 6 mendelizovanych linii, ktoré sa vhodné na selekciu linii
rekombinujacich v oblasti QTL na chromozéme 7A™. Zaroven bola oblast QTL
na chromozéme 7A™ (odpovedajuca 118 - 202 Mbp na chromozéome 7A referenénej

sekvencie psenice) zahustena 15 molekularnymi markermi.

Ziskané linie anavrhnut¢é markery pre QTL na chromozome 7A™ je mozné
vyuzit’ pre identifikaciu kandidatnych génov pre tvar zrna. Tie bude nasledne po validacii

mozné vyuzit' V §lachtitel’'stve pri Slachteni novych kultivarov s vy$§im vynosom.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Markery navrhnuté k mendelizacii lokusu pre velkost  zrna

na chromozome 7A™

Priloha 2: Markery navrhnuté¢ k zahusteniu oblasti QTL pre velkosti zrna

na chromozome 7A™
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Priloha 1: Markery navrhnuté k mendelizacii lokusu pre vel’kost’ zrna na chromozome 7A™

Sekvencia forward (F) a reverse (R) primerov

Marker 5 =39 Chromozom
F: CAATTTTGTCCCGGTTGATTTCA
D861475-1 1AM
R: GCCTTGTCCTTTTGCTCCTC
“D861475.2 F: ACTGGAGGAGCAAAAGGACA LAn
) R: TCCTTGCCTTCGTCTTGTCT
F: CCTCAACTCCCATTCCCCAT
D861232-1 1AM
R: TGTTACCAAGGGAAGCCACT
F: CTGTTGCTAGTTCGTCAGGC
*D861232-2 1AM
R: ACTCACCAAATCCCACCGAA
F:  GTGTGTTGCTGTTTCAATTGCA
D861232-3 1AM
R: TGTTTCCAAAGCACACACGC
F: CTAGGAGTACACGGCAGGAC
Owm?2168 2A™
R: ACCAGCAATCTACCACTCGT
F: TGCTACTGTCCTGATTTGGGT
Owm?2169 2AM
R: CAATCTCTGTTGGCGAGCC
*Owm2170 F: AGGATGGCTCGTGTGTTGTA oAM
(Hpy99l) R: ACGTGAAAGTAACAACCTTGCA
F: ACTCATGTCATCCACCGTGT
*Owm2171 2AM
R: TCGAAAGCAGCCCTCCATAT
F:  TGGCAATAATAGGGCTGACAG
*Owm2172 2AM
R: GCCGAATGAAGACAAAGTTATGC
F: CCCAAGCTAATTTCAGTTGCC
Owm2173 2A™
R: GAGGGCTGGTTGATAGTGCT
*Owm2174 F:  ACATGTTTGGTAGGCCCTTAC AT
(DpnlI) R: CAGGCCTTCATTGTCTTGCA
F: TCGATGCTCTCAAATTGGCG
Owm2175 2A™
R: GATGGGAATGGGGAGGCATA
F:  AACTGCCTTGCCTCACCTT
Oowm2176 2AM
R: TGTGTATAAGTTCTCGGAGCGT
F:  ATCGGATCGGGGAAAGGC
Oowm2177 2AM
R: TCCACTCAGACTTGACCCAC
F: GCTTCTGGTGTGTACGTGTG
Owm2178 2A™
R: GGGTTTGAGAGTCGTAACGC
F:  TGATCGTAGCATTTCCCCGA
Owm2179 2AM
R: TGAAGGGGAACAAGGGAGAC
F:  GGGCAATGGTGAATCTGAGC
Owm?2180 2AM
R: CCAGATCAGGCCTAACGACA

Legenda: * - markery, pre ktoré boli sekvenované PCR produkty rodi¢ov a v pripade pritomnosti SNP
boli prevedené na CAPS markery (prislusny restrikény enzym je uvedeny pod ndzvom markeru)



Pokracovanie Prilohy 1

Sekvencia forward (F) a reverse (R) primerov

Marker 6 >3 Chromozom
F: TCTCCTCGTCAACATGCACT
Owm2181 2AM
R: AGAAGCGTAGGGAACACACA
F: CCAACTCCCTCATCACCAGG
Owm2182 2AM
R: TTCGAGTGGTGCTATGCTCA
F: GTGTCAAGGCATCCGTTCTG
Owm2183 2AM
R: TCAAAACGCCGATTTCAGTCA
F: GATCCGTCACCACCGTCA
Owm2184 2AM
R: ACGACATCTATTTCAGGCTATGC
F: ATCAACTCCACCACCTCCTC
Owm2185 5AM
R: GGACATGCAACATTCCCATATCA
F: TGTGGCTTGCACCTTTCTTC
Owm2186 5AM
R: TCAGGAAGTTAATGCCGCAAG
F: GGGAGATTGGGGAAAGTGGT
Owm2187 5A™
R: AGAACGAGCCGACTTGACA
F: CCAACCCGGTTCAGACAATG
*Owm2188 EAM
R: CCGCTCTGCAAAGTCCAATT
F: GAGCCACCGTCGTTGTTG
Owm2189 5AM
R: TGAGCTTTCTTCCCGACTG
*Owm2190 F: ACACTGGATTGGAGGAGAGA 5 Am
(MnlI) R: CCTACTACTGAACAAGCGAGG
*OWm2191 F: AGTCCACCTTCCCAGACAAA cAm
(Bsml) R: TGGCAAGCTTCAAGAAATACCA
F: CGGTTCAAGTGCTCCAAGTG
Owm2192 5AM
R: CCTCATCCGCATTCCAATCTG
F: ACAATCCCTACCTCGACACC
*Owm2193 5AM
R: GGCGTTTTCATGTTCCAAGC
F: ATCCGAGGCTATTCTGCTCC
Owm2194 5A™
R: TCTTGGACACATCACGACCA
*Owm2195 F: TCTCCACAGCTCCAATCTCA 5 AM
(Rsal) R: CTCTGCATCCTCCTCGTTCA
*Owm2196 F: AGAATGCATGTCCGCCATTG AT
(Hindllr) R: ACCACACCGAAGCTGTAGAC
F: GAACAGTGGCCCAAAACCTG
Owm2197 5A™
R: TTTCAGGTGGCTTCAAAACAG
F: AGTGGACAAGAATGGGAGCT
D2490 5A™M
R: CCGTGACTTGAAACAACTGC

Legenda: * - markery, pre ktoré boli sekvenované PCR produkty rodi¢ov a v pripade pritomnosti SNP
boli prevedené na CAPS markery (prislusny restrikény enzym je uvedeny pod nazvom markeru)



Priloha 2: Markery navrhnuté k zahusteniu oblasti QTL pre velkosti zrna na
chromozome 7A™

Sekvencia forward (F) a reverse (R) primerov IWGSC RefSeq

Marker 5 —3) v1.0 (bp)
F: CAACACCATAGACTGGGCATT

Owm2217 7A: 118 182 473
R: TTAAACTCTGGGCTGGCTTT
F: GCTGAGGAGGTCGAGGTC

Owm2218 7A: 124 069 896
R: AGATGAACGTCTCCTCGCTC
F: TCTAACCTTGCGGAACCCAT

owm2219 7A: 127 767 511
R: CTCCGTTCTTGTGCAAAATCA
F: TGTTTGGTCCGACTTGCATC

owm2220 7A: 130 398 963
R: AAACCACCCTCAACTCCCAA
F: CGACTGCGTTCCCTTTGAG

owm2221 7A: 137 781 048
R: CCACCCGATGCACAACTTTA
F: GGCTTGGCTGATCAAAAGAGT

owm2222 7A: 146 469 422
R: AGAGCTTAGCAGAAACACCCT
F: AAATAAGCCATGCCCTGCG

owm2223 7A: 148 398 621
R: ACATACACTGGCCAGACACT
F: CCAAGAAGGTTCCGGAGTG

owm2224 7A: 157 396 363
R: CCGCTACTCACGTCCATGT
F: GGCGTTCATTCTAGGTTCGT

owm2225 7A: 161 729 315
R: CTTGTGAGTTCTGACCTGCTC
F: AGCACATATCGAAAGCACACA

owm2226 7A: 167 651 566
R: ATTCGATGAACACTTTTCTGGTC
F: GGCAAGTATGGAACCGAACA

owm2227 7A: 173 062 923
R: GCCACCTTGAACAGACCAAT
F: TGAGCTCATATGTTCCCGCA

owm2228 7A: 181 790 635
R: CTGAAATTTTGCACGCGGTT
F: TGATGAGGAGTGTGGCGC

owm2229 7A: 197 991 519
R: GCCAAGAGATGATGCTGATGT
F: GGATTTGTTGTATGAGCGGACA

Owm2230 7A: 198 187 809
R: AGTTCCGTTTGAGTAGGCCA
F: ATTGTTGCCCTCTTCCCTGA

owm2231 7A: 200 026 590
R: TCAGCACTTTCATGGACTCCT
F: ACAAGCTCCCTTTTCCCAAG

Owm2232 7A: 202 830 514
R: TTCTCGCAGGACATAGGCAT




