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SOUHRN

Houbovy patogen Blumeria graminis je ptivodcem onemocnéni zvaného padli travni.
Triticum aestivum zputsobujici ekonomické ztraty na vynosu a kvalité. Nedavno byl
na dlouhém rameni chromozému 4A identifikovan gen QPm.tut-4A zodpovédny za rezistenci
k padli travnimu. Tento gen zvySuje rezistenci jak kli¢icich, tak i dospélych rostlin a byl
mapovan v 10cM regionu mezi markery wmc232 a gwm160. Cilem piedlozené prace bylo
zvétSeni rozliSovaci schopnosti mapovaci populace navysSenim poctu testovanych linii
a pouzitim radia¢niho mapovaciho panelu. Pivodni rekombinantni mapovaci populace,
(1350 linii) z kiizeni kultivaru Chinese Spring a introgresni linie 8/1 nesouci 4AL Triticum
militinae introgresi, byla zvétSena o 256 rostlin rekombinantni Fs linii 88. Na
téchto 256 rostlinach byly genotypovany tfi markery gwm832, gwm160 a Mag2931 z oblasti
genu QPm.tut-4A. Marker gwm160 byl verifikac¢ni a jevil se pouze v genotypu kultivaru
Chinese Spring. Markery gwm832 a Mag2931 v blizkosti genu QPm.tut-4A segregovaly do tii
riznych genotypi rodi¢t Triticum aestivum kultivar Chinese Spring, Triticum militinae
a heterozygotniho  genotypu. Mezi markery gwm832 a Mag2931 bylo zjisténo
17 potencionalnich rekombinaci. Druhou moznosti, jak zvétsit rozliSeni v lokusu QPm.tut-4A,
je konstrukce radia¢ni hybridni mapy. 155 linii radia¢niho hybridniho panelu pro chromozom
4A bylo genotypovano markery gwm832, gwm855, Mag2931 a Mag974. Téchto 155 linii
radiacniho hybridniho panelu umoznilo identifikovat pfiblizné stejny pocet piestaveb
chromozému mezi testovanymi markery jako pouzitd rekombina¢ni mapovaci populace.
Toto zjisténi potvrdilo pfiblizné desetinasobné vétsi rozliSovaci schopnost radiaéni mapovaci

populace oproti rekombinantni v lokusu QPm.tut-4A.



SUMMARY

Disease powdery mildew is caused by fungal pathogen Blumeria graminis and is
considered one the most severe crop disease of wheat of worldwide. Powdery mildew causes
considerable economic losses on yield and quality. Recently, a powdery mildew resistance
gene QPm.tut-4A was mapped on long arm of chromosome 4A in 10cM region on 4AL
chromosome between markers wmc232 and gwm160. The main aim of this work was
increasing of mapping resolution using recombination map enlargement and employment
of radiation hybrid panel. The original recombination mapping population (1350 lines)
from cross of susceptible cultivar Chinese Spring and introgression line 8/1 was enlarged
of line 88 Triticum aestivum cultivar Chinese Spring crossed with introgression line 8/1
carrying 4AL Triticum militinae introgression was increased by 256 plants using recombinant
Fs progeny of line 88 from this mapping population. The 256 lines were genotyped
by markers gwm832, gwm160 and Mag2931 of the QPm.tut-4A gene region. Marker gwmZ160
was used for line identity verification and shove Chinese Spring genotype only. Markers
gwma832 and Mag2931 segregated into three different genotypes of parents Triticum aestivum
cultivar Chinese Spring, Triticum militinae and heterozygous genotype. 17 potential
recombination events between markers gwm832 and Mag2931 were identified. Additional
way how to enlarge resolution in the QPm.tut-4A locus is construction of radiation hybrid
map. A 155 lines of the 4AL radiation hybrid panel were genotyped by markers gwm832,
gwma855, Mag2931 and Mag974. These 155 lines allowed identification of about the same
number of chromosome rearrangements in the QPm.tut-4A locus as the recombination map.
This proved about 10 fold higher resolution of the radiation map compared

to the recombination map in the QPm.tut-4A locus.



CILE PRACE

Predlozena bakalarska prace se skladé z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické
casti je sepsat literarni reSerSi zaméfenou na téma genetické a radia¢ni hybridni mapovani
u pSenice. Cilem praktické casti je rozsifeni rekombinantni mapovaci populace a zaloZeni
radia¢ni hybridni mapy lokusu klonovaného genu QPm.tut-4A u pSenice seté:

1) roz§ifit rekombinantni mapovaci populaci pouzitim Fs linie 88 genotypovanim
hrani¢nich markert a selekci rekombinantnich linii v oblasti genu QPm.tut-4A zodpovédného
za rezistenci K padli travnimu,

2) genotypovani radiacniho hybridniho panelu pro 4AL chromozém s vybranymi

markery lokusu genu QPm.tut-4A.



Réda bych podé&kovala pfedev§sim svému skoliteli Mgr. Miroslavu Valarikovi, Ph.D.
za odborné vedeni, ochotu, trpélivost a cenné rady a pfipominky, které mi laskavé vénoval
pfi zpracovani této predlozené bakalarské prace. M dik patii 1 celému kolektivu laboratoie
Molekularni cytogenetiky a cytometrie Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci

za vytvoreni ptijemného pracovniho prostiedi a pomoc pfi praci.
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1 UVOD

PSenice seta, Triticum aestivum, je kulturni plodina zaujimajici podstatné misto
ve vyzive lidstva. Péstovani pSenice je vyrazné ovliviiovano biotickymi a abiotickymi stresy,
patogent, jenz se Vyskytuje se na pSenici, je Blumeria graminis, ktery zptsobuje onemocnéni
padli travni. V boji proti tomuto patogenu se vyuzivaji fungicidy a odolné kultivary. Padli
travni je diky svému rychlému vyvoji schopno pickonavat rezistenci hostitele a stava
se necitlivym i vii¢i pouzivanym fungicidiim. U¢inna ochrana rostlin §lechténim odolnéjsich
odrid vuci tomuto patogenu je hlavni vyzvou modernimu Slechtitelstvi. Za timto ucelem
se studuji geny rezistence k padli travnimu. Vyuziti rezistentnich genii se stava u¢innou zbrani
nejen proti patogenu, ale mize byt i Setrnéjsi k Zivotnimu prosttedi. Aby bylo mozné studovat
interakci tohoto patogenu a hostitele, je potieba znat geny, které se této interakce ucastni.
Diky pozi¢nimu klonovani genu je ziskdna sekvence rezistentniho genu zodpovédného
za urcity fenotyp ve studované populaci. Nasledné rozsifeni mapovaci populace umozni
presnou lokalizaci rezistentniho genu na genetické mapé diky vyuziti vazby fenotypu
a marker?.

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace je vénovana hlavné genetickému a radia¢nimu
hybridnimu mapovani. V kapitole ,,SouCasny stav fteSené problematiky* se setkdme
s obecnymi poznatky o pSenici seté, s vyvétlenim toho, co jsou DNA markery. Nasleduje
pojednani o pfipravé mapovaci populace nebo o principu genetického a radiacniho hybridniho
mapovani, které bylo vyuZito vramci praktické casti bakalafské prace. Prakticka cast
bakalarské prace se zabyva rozSifovanim rekombinantni mapovaci populace S pouZitim
rekombinantni linie 88 mapovaci populace zktizeni cv. Chinese Spring s introgresni linii 8/1
nesouci 4AL Triticum militinae introgresi. Tato introgrese nese gen QPm.tut-4A odpovédny
za zvySenou odolnost rostlin k padli travnimu v stadiu kli¢icich 1 dospélych rostlin. Dal§Sim
tématem v praktické Casti bakalarské prace je konstrukce radiaéni hybridni mapy pro lokus
QPm.tut-4A genu na 4AL chromozému a genotypovani radiaéniho hybridniho panelu

odvozeného z rezistentni dihaploidni linie DH400 pouze 4AL Triticum militinae.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 PSenice seta

PSenice seta Triticum aestivum je jedna z nejdulezitéjSich plodin svéta. Je to obilovina,
Z jejichz zrn se vyrabi potraviny, jako je pecivo, ceredlie, téstoviny a krupice nebo alkoholické
napoje. Jeji konzumace pokryva 19 % kalorii spotiebovanych lidskou populaci a je zakladni
potravinou pro 40% lidské populace (http://www.fao.org). V primyslovém odvétvi se pSenice
vyuzivéa jako surovina pro vyrobu Skrobu a lihu, v hospodaistvi jako krmivo pro zvifata.
Zpracovava se nejen zrno, ale 1 stéblo. Zelené rostliny se pouzivaji jako krmivo pro zvitrata
aslama jako podestylka pro zvifata, v energetice jako tuhé biopalivo, v alternativnim
stavebnictvi jako izolacni material a v domdacnosti slouzi k vyrobé dekoraci. Toto Siroké
spektrum vyuziti pSenice vyZaduje velmi rozlehlou osevni plochu. Podle udaji FAOSTAT
zroku 2011 méla pSenice celosvétoveé nejvétsi osevni plochu s 220 mil. Ha. Z hlediska

celosvétové produkce byla pSenice v roce 2011 na ¢tvrtém misté mezi plodinami, jako je ryze,

kukutice a cukrova titina (Graf 1).

Graf 1: Porovnani svétové produkce mezi jednotlivymi vybranymi plodinami v roce 2011

podle udaju z http://faostat.fao.org
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V Ceské republice je pSenici osévano piiblizné 0,86 mil. Ha. Podle IRIWI
(International Research Initiative for Wheat Improvement) stoupne poptavka psenice do roku
2050 minimaln€ o 70 %. Na pokryti této poptavky by méla svétova sklizen rtst o 1,7 % ro¢né,
ale v soucasnosti je to pouhé 1 %. To by mély vyfesit nové vynosnéjsi odrudy s vysokou
vyzivovou hodnotou, které budou odolné vii€i suchu a patogenim, jako je napi. houbovy
patogen Blumeria graminis znehodnocujici slozeni pSenicné mouky az o 50 %
(http://lwww.avcr.cz, http://www.bayercropscience.cz, http://selgen.cz, http://www.fao.org,
http://www.uzei.cz, Johnson a kol., 1979; Chen a Chelkowski, 1999).

2.1.1 Patogeny a Skidci

Patogeny a skudci se podileji na signifikantnich ztratach vynosu kvality pSenice.
Nékteré produkuji sekundarni metabolity tzv. mykotoxiny, napf. trichotheceny typu B —
nivalenol a deoxynivalenol, které mohou u ¢lovéka vyvolat zazivaci potize pfi konzumaci
kontaminované potravy. Ochranou pied nezadoucimi Skidci a patogeny jsou fungicidni
a insekticidni pfipravky, mofidla osiva a rezistentni odridy pSenice.

Choroby pSenice miizou byt houbového, virového nebo bakteridlniho pivodu.
Psenici postihuji i dal$i minoritni choroby, jako jsou napf. snéti a brani¢natka. Plivodcem
padli travniho je houbovy patogen Blumeria graminis, ktery napada listové Cepele, pochvy,
stéblo 1 klasy. Pfi napadeni se objevi bélavé povlaky na rostlin€. Pivodce rzi pSeni¢né je
houbovy patogen Puccinia recondita f. sp. tritici, ktery vytvati oranzovohnédé kupky letnich
vytrusi na listech. Fuzariové infekce zapficinéné houbovym patogenem Fusarium
graminearum zpusobuji bily a oranzovy vzhled obilek pSenice. Snizeni vynosu pSenice muze
byt zplsobeno i parazitickymi sktdci, jako je napt. kiisek Psammotettix alienus nebo kyjatka
obilni Sitobion fragariae. Sktidci mohou parazitovat na klasech, listech a stéblech psenice
(http://www.bayercropscience.cz, http://www.agromanual.cz, Both a kol., 2005; Jansen a kol.,
2007; Kolmer, 2005).

2.1.2 Popis pSenice

PSenice je jednodoma rostlina, mé duté stéblo s kolinky a mize vyrtst 60 az 150 cm
(http://www.plantprotection.hu). Vychozim materidlem pro genetické mapovani jsou listy
a obilky. Listy jsou jednoduché, stiidavé, piisedlé s listovymi pochvami. Cepel listu je
celokrajna a carkovitd se soub&éznou zilnatinou. Na rozhrani Cepele a pochvy se nachazi

kratky jazycek. Kvéty jsou uspotadané do kvétenstvi, které tvoii tzv. lichoklas. Jde o stazenou
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latu umisténou na konci stopky blizko posledniho listu (Obr. 1). V lichoklasu se nachazeji
plevy (gluma), které jsou nezadouci pfi vyrobé potravin z pSenice, plusky (palea superior)

a pluchy (palea inferior). Plodem je obilka, ve zralé form¢ naha s vyraznou podélnou ryhou.

Obr. 1: Kvetouci lichoklasy pSenice seté

2.1.3 Taxonomické zarazeni a vznik kulturni pSenice
V rostlinné taxonomii je pSenice setd zafazena mezi jednodé€lozné rostliny
podle rostlinnych znak, jako je napf. jedna déloha nebo soubé&zna zilnatina. Podle Kellog

a kol., 2001 patii psenice seta do Celedi lipnicovité (Poaceae, Tab. 1).

Tab. 1: Zatazeni pSenice seté Triticum aestivum ssp. aestivum L. podle Kellogg a kol., 2001

Jednod¢€lozné rostliny Liliopsida
Lipnicotvaré rostliny Poales
Lipnicovité rostliny Poaceae
BEP klada
Podceled’ Pooideae
Kmen Triticeae
Rod Triticum
Druh Triticum aestivum ssp. aestivum L.

Rod Triticum je podle Slagerena 1994 rozdé¢len do tii skupin (Tab. 2). Prvni skupinou
jsou diploidni pSenice se 14 chromozomy, kam patii pSenice plana jednozrnka Triticum
boeticum Boiss. s genomem A, kulturni jednozrnka Triticum monococcum L. s genomem A™,
Triticum urartu T. ex G. s genomem A", Aegilops speltoides s genomem B a Aegilops tauschii

s genomem D. Druhou skupinou jsou tetraploidni pSenice s 28 chromozoémy, kam se fadi
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pSenice plana dvouzrnka Emmer wheat (Triticum dicoccoides Korn. nebo také T. turgidum
ssp. dicoccoides Thell.) a jeji kultivovana forma Triticum dicoccum Schrank. Piedpoklada se,
ze Triticum dicoccum Schrank je pfedchidcem téméf vSech kulturnich pSenic. Dale do této
skupiny patii kulturni pSenice tvrda Triticum durum Desf. s genomem AB, pSenice
Timofejevova Triticum timopheevii Zhuk. s genomem AG a pSenice piibuznd k pSenici
Timofejevove Triticum militinae s genomem AG'. T. timopheevii linie ma omezenou
distribuci a jeji kultivary jsou endemické pro Zakavkazsko Tieti skupinou jsou hexaploidni
pSenice se 42 chromozomy, mezi néz je zafazena pSenice S$palda Triticum spelta L.
s genomem ABD, Triticum zhukovskyi M. et E. s genomem AAG a Castokrat zminéna pSenice
seta Triticum aestivum L. s genomem ABD (Tab. 2).

T. aestivum, T. spelta a T. zhukovskyi existuji pouze jako kulturni druhy. T. turgidum
a T. timopheevii maji jak plané, tak i domestikované formy. T. urartu, Ae. speltoides a Ae.

tauschii existuji pouze v plané form¢. (Matsuoka, 2011).

Tab. 2: Rozdéleni rodu Triticum do tii skupin podle Slagerena 1994

Diploidni 2n = 14

Tetraploidni 2n = 28

Hexaploidni 2n = 42

Triticum boeticum Boiss.
psenice plana jednozrnka

(A)

Triticum monococcum L.

psenice kulturni jednozrnka

(A7)

Triticum urartu T. ex G.
(AY)

Aegilops speltoides
(B)

Aegilops tauschii

(D)

Triticum dicoccoides Korn.

pSenice plana dvouzrnka

(AB)

Triticum dicoccum Schrank

pSenice kulturni dvouzrnka

(AB)

Triticum timopheevii Zhuk.

pSenice Timofejevova

(AG)

Triticum durum Desf.
pSenice tvrda

(AB)

Triticum turgidum L.

pSenice naduiela

(AB)

Triticum militinae
(AG)

Triticum spelta L.
pSenice Spalda

(ABD)

Triticum aestivum L.
pSenice seta

(ABD)

Triticum zhukovskyi M. et E.
(AAG)
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Domestikace pSenice nastala ptiblizné 10 000 let pfed nasim letopoctem v jihozapadni
Asii (Dubcovsky a Dvorak, 2007). Genetické vztahy mezi planymi a kulturnimi pSenicemi
T. boeoticum, T. monococcum a T. turgidum naznacuji jako prvni misto domestikace oblast
Diyarbakiru (Obr. 2) v tzv. Urodném pilmésici, ktery dnes zahrnuje Irak, Syrii, Libanon,
Jordéansko, Izrael, Egypt a Turecko (Heun a kol., 1997; Ozkan a kol., 2005; Luo a kol., 2007).

Na uzemi Ceské republiky se pSenice setd Triticum aestivum zadala péstovat
s ptichodem Slovanti v 6. stoleti n. 1., do t¢ doby byla vyznamnou plodinou kulturni pSenice

T. turgidum (http://www.agroweb.cz).

L

Stfedozemni mofe

Obr. 2: Mapa Zapadni Asie

V cerveném krouzku je naznacena oblast Diyarbakiru.

Komplexita a flexibilita pseni¢ného genomu umoznila rozsiteni pSenice do celého
svéta. PSenice roste od Norska a Ruska 65° s.5. po Argentinu 45° j.§. V tropickych
a subtropickych oblastech je vSak vyskyt pSenice omezen pouze do vySSich nadmotskych
vysek (Lantican a kol., 2005; Dubcovsky a Dvotak, 2007). Traviny, kam patii i pSenice,
se podileji na urbanizaci krajiny. Pokryvaji 20 % zemského povrchu pfedevSim v mirném
pasmu (Shantz, 1954). Ptiblizné 10 000 druhu travin je klasifikovano do 600 az 700 rodd.
(Clayton a Renvoize, 1986; Watson a Dallwitz, 1999). Nékteré traviny byly domestikovany -
napf. je¢men sety Hordeum vulgare, zito set¢ Secale cereale, oves sety Avena sativa, kukufice

seta Zea mays L., cukrova titina Saccharum officinarum a psSenice seta Triticum aestivum.
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2.1.4 Velikost genomu

Genom je soubor uplné genetické informace zahrnujici vSechny geny a nekddujici
sekvence, které jsou charakteristické pro urcity organismus. Velikost haploidniho jaderného
genomu psSenice piedstavuje ~17 tisic Mbp, coz odpovida 17,3 pg DNA (Bennett a Smith,
1976). Ve srovnani s genomem ryZe je genom pSenice Ctyficetkrat veétsi (Graf 2). V genomu
pSenice se objevuje nadbytek vysoce repetitivnich elementi DNA az 83 %, které zna¢né
komplikuji analyzu pSeni¢ného genomu (Flavell a kol., 1974; Moore a kol., 1995).

Béhem evoluce doSlo k chromozomovym piestavbdm v genomu pSenice
napt. K reciproké translokaci chromozému 4A s chromozomy 5A a 7B (Devos a kol., 2009;
Hernandez a kol., 2012). Naopak pfi cilené mezidruhové hybridizaci ¢ast zita Secale cereale
ptesla spontanné do genomu pSenice. Doslo k translokaci kratkého ramene chromozému 1R
7ita. Zito tak poskytuje pSenici rezistentni geny k patogentim napf. Lr26, ale na druhou stranu
snizuje pekatskou kvalitu pSenice (Graybosch, 2001).

U pSenice je identifikovano 94 000 az 96 000 genti (Brenchley a kol., 2012)
z predpokladanych 120 tisic gent (http://www.vesmir.cz), ale pouze minimum je izolovano
z divodu slozitosti pSeni¢éného genomu. Mezi izolované geny patii gen Q, ktery ovliviiuje
uvoliovani zrn z klasii (Faris a kol., 2003), tii geny VRN-1, VRN-2 a VRN-3 odpovédné
za vernalizaci (Yan a kol., 2003, 2004, 2006), gen Phl kontrolujici homeologni parovani
chromozému (Griffiths a kol., 2006), gen Nac ovliviujici senescenci a obsah Zn a Fe
Vv pSenici (Uauy a kol., 2006), gen Naxl regulujici toleranci k salinit¢ (Huang a kol., 2006),
gen Rhtl redukujici vysku pSenice (Peng a kol., 1999; Hedden, 2003), gen Ppd-D1 majici vliv
na fotoperiodu (Beales a kol., 2007), tii geny rezistence ke rzi pSeni¢né Lrl, Lr10 alLr2l
(Cloutier a kol., 2007; Feuillet a kol., 2003; Huang a kol., 2003) a gen rezistence k padli
travnimu Pm3 (Yahiaoui a kol., 2004). Geny rezistence Pm K padli travnimu jsou intenzivné

studovany genetickym mapovanim.
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Graf 2: Porovnani velikosti genomu u vybranych druh obilovin podle Arumuganathan

a Earle, 1991; Bennett a Smith, 1976; http://www.gramene.org
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2.2 Genetické mapovani

Zakladem genetického mapovani je rekombinace mezi lokusy, které zahrnuji reakci
mezi homolognimi sekvencemi DNA v meiotické profazi. Podle Szostak a kol., 1983 je
uznavan reparaéni model dvouvlaknovych zlomu vysvétlujici meiotickou reciprokou
rekombinaci. Na 5" koncich nesesterskych chromatid vzniknou zlomy ve stejnych mistech.
Nesesterské chromatidy se pifekiizi a vytvoii tzv. chiasma. NeporuSené homologni c¢asti
chromatid jsou vymnény na zakladé komplementarity. Jde o tzv. jednoduchy crossing over
umoznujici nové kombinace existujicich alel geni na chromozému. Chromatidy se mohou
prektizit vicekrat, pak vznika vicenasobny crossing over. U chromatid bez homologni vymény
muize dojit k nereciproké genové konverzi, ktera je problémem pro genetické mapovani
(Biischges a kol., 1997). V genetickém mapovani se vyuzivaji genetické DNA markery rizné
povahy. Geneticka rekombinace, ktera nastava mezi genetickymi DNA markery, umoziiuje

nasledné lokalizaci zajimavého genu na genetické mapé.

2.2.1 Genetické a fyzické mapy

Pro ptehledné uspotadani genetickych DNA markeri se vyuzivaji genetické a fyzické
mapy (Obr. 3). Genetickd mapa ukazuje uspoiadani gent a genetickych DNA markerid
podél chromozomil na zéklad¢ vazebné frekvence. Vazebné vztahy podél vSech chromozémui

poskytuji genetickou mapu. Genetické mapy jsou teoretické. Vzdalenost geni nebo markera
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na genetické map¢ je vyjadiena jako procentualni odhad meiotické rekombinace mezi alelami
raznych lokusti. Vzdalenost na genetické mapé neni rovnocenna fyzické vzdalenosti.
Jednotkou vazebné frekvence na chromozomu je centiMorgan [cM], ktery je definovan
jako 1 % rekombinace mezi dvéma libovolnymi genovymi lokusy.

Fyzicka mapa je reprezentovana chromozémy, na kterych jsou geny a markery
poskytujici fyzickou vzdéalenost méfenou v nukleotidovych parech bazi poptfipadé v pm.
Kompletni fyzickou mapu ma pouze pét rostlinnych druhti — huseni¢ek rolni Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis Genome Initiative. 2000), ryze seta Oryza sativa (Yu a kol., 2004; Goff
a kol., 2004), topol chlupatoplody Populus trichocarpa (Tuscan a kol., 2006), réva vinna Vitis
vinifera (Velasco a kol., 2007) a papaja Carica papaya (Ming a kol., 2008). Fyzické mapy lze
rozdelit do tfi obecnych typl: chromozomalni nebo cytogenetické mapy, sekvenéni mapy
a radia¢ni hybridni (RH) mapy. Jak genetické, tak i fyzické mapy mohou znazornovat jen ¢ast

genomu (NCBI; Kole a Abbott, 2008; Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005; Suda, 2009).
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Obr. 3: Srovnani genetické a fyzické mapy chromozému 1D u pSenice
Na obrazku A je zndzornéna genetickd mapa chromozému 1D pSenice. Na obrazku B je fyzickd mapa
chromozéomu 1D, kdy v rameccich jsou vyobrazeny sekvence oznacujici specificky region chromozému 1D.

Pfevzato od Kalavacharla a kol., 2006.

2.2.2 Druhy genetickych markeru

Genetické markery se podle zdroje daji rozdélit na fenotypové a molekularni.
Molekularni markery se dale déli na biochemické a DNA markery. Prvnimi genetickymi
markery v biologii byly fenotypové vlastnosti, napf. barva a struktura povrchu osiva. V roce
1948 Lamprecht popsal prvni genetickou mapu s 37 markery distribuovanymi do 7 vazebnych

skupin (shrnuto v Swiecicki a kol., 2000).

Morfologické markery
Morfologické markery maji nejjednodussi vyuziti v porovnani s ostatnimi tfidami
markerd. Jejich pouziti je velmi staré, stejné¢ jako samotné Slechténi a vybér. Mezi tyto

markery patii napt. pigmentace rostlin, vernalizace nebo odpovéd’ na patogena. Morfologické
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markery se pouzivaji pro posuzovani odrid na zakladé zietelného, jednotného a stabilniho
testovani (Ardley a Hoptroff, 1969). Hlavni nevyhodou morfologickych markert je jejich
nedostatek a casta zavislost na vnéjsim prostiedi. Nevyhody byly castecné piekonany

molekuldrnimi markery.

Biochemické markery

Biochemické markery jsou zalozeny na pfitomnosti/nepiitomnosti sekundarniho
metabolitu, proteinu nebo funkenosti enzymu. Nejcastéjsi jsou proteinové markery zalozeny
na elektroforetickém proteinovém polymorfismu izoenzymu (Frei a kol., 1986, Stuber a kol.,
1972). Diky malému poctu izoforem proteinli, je pocet izoenzymli omezen. Nevyhodou
biochemickych markert je maly pocet genovych lokust, které mohou byt testovany
na populaci; tedy technicka sloZitost zahrnujici pozadavek vlastniho elektroforetického
a barvictho protokolu pro kazdy protein zvlast a problém se specificnosti pletiva
a fyziologického stati rostliny. Vyhodou biochemickych markert je niz$i cena oproti

molekularnim markertm.

DNA molekularni markery

Genetické DNA markery umoznuji diagnostiku DNA sekvence mezi druhy a varietami
v zakladnim rostlinném vyzkumu, jako je $lechténi rostlin zahrnujici charakterizaci, genovou
izolaci, markerem asistovanou introgresi alel za G¢elem vylepSeni rostlinnych odrid (Henry,
2001). Molekularni markerové systémy maji tedy schopnost rozliseni malych zmén v. DNA
sekvenci. Manipulace s molekularnimi markery je zaloZena na pfirozeném polymorfismu
nukleotidovych sekvenci na jednom lokusu. DNA molekularni markery poskytuji
jednoduchou genotypizaci. Jde o revoluci v rostlinném Slechténi pomoci MAS tzv. markerem
asistovany vybér. Vyhodou molekuldrnich markerti je rychld identifikace Slechténé linie,
hybridd, kultivard a druhii s genetickou rozmanitosti (Nguyen a Wu cit. Meksem a Kabhl,
2005). Molekularni markery jsou vyuzivany napif. pii odvozovani fylogenetickych vztaht
S vétsi presnosti nez morfologické a biochemické markery.

V molekularni biologii bylo potfeba Siroké spektrum technologii pro stanoveni
genetické situace na urovni DNA. Nejcastéji vyuzivanymi technikami pro genetickou
vazebnou analyzu u rostlin jsou: jako prvni DNA popsany polymorfismus délky restrikénich
fragmentd (RFLP, Botstein a kol., 1980) a dalsi generace markeri zalozena na PCR,
kam spada nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD, Williams a kol., 1990; Welsh
a McClelland, 1990) a polymorfismus amplifikované délky fragmentu (AFLP, Vos a kol.,
1995). V posledni dobé byly vyvinuty techniky pro detekci jednonukleotidového
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polymorfismu (shrnuto v Rafalski, 2002). Tyto techniky maji vysoky potencial automatizace,

jez umoznuje vysoké zahusténi genetickych map molekuldrnimi DNA markery.

SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Jednoduchy nukleotidovy polymorfismus detekuje bodové mutace v genomu. Pti¢inou
bodovych mutaci je tranzice a transverze, pii nichZz jde o substituci purinovych
a pyrimidinovych bazi. SNP popisuje jednotlivé pozice v bp v genomu dvou a vice jedinct,
tudiz mizou byt zjistény rozdily mezi dvéma sekvencemi. SNP mize byt bud di, tri
nebo tetra alelicky. U lidi Kwok a kol., 1996 zjistili v priméru jeden SNP na jednu kb. SNP
se li§i mezi jednotlivymi druhy. U rostlin je vyzkum SNP v pocatcich, ovS§em kromé plodin.
Napf. u pSenice SNP hustota je dva SNP na jednu kb, ale miize byt mnohem vyssi v genech

kodujici enzymy napt. Skrob (Bhattramakki a Rafalski, 2001).

SSR (Simple Sequence Repeat)

kategorii molekuldrnich markert. SSR je technika zalozena na PCR a je Siroce pouzivana
pro DNA fingerpriting, genetické mapovani, MAS, studium genetické rozmanitosti
a Vv populacni genetice (Hearne a kol., 1992; Zietkiewicz a kol., 1994). Mikrosatelitnich
markert je nespocetné mnoZzstvi, jsou vysoce polymorfni a kodominantni. Pomoci SSR je
mozné rozliSit vice alel najednou diky zmén¢ v poctu opakujicich se jednotek slozenych ze 2 -
6 bp kratkych DNA sekvenci, jako je napf. dinukleotid (AT), nebo (CT), ¢i trinukleotid
(ATT)n. SSR jsou relativné rovnomérné rozptylené v oblastech mezi geny a nekodujicimi

oblastmi v celém genomu, €0z je jejich dalsi vyhodou (Li a kol., 2002).

STS (Sequence Tagged Site)

STS je kratka jedinecna sekvence v genomu. Tato jedine¢na sekvence je specificky
amplifikovana pomoci PCR. Vzniklé PCR amplikony pfedstavuji namnoZenou DNA
mezi STS. STS koncept byl navrzen Olson a kol., 1989 pro genetické a fyzické mapovani
gent na chromozoémech. Technika STS muiZze byt vyuzita napf. pii studiu variability v oblasti
introni (Lem a Lallemand, 2003) STS markery jsou jak dominantni, tak i kodominantni
a vytvareji reprodukovatelny vzor na agaré6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Jako STS
sekvence se vyuzivaji sekvence odvozené z klontt cDNA, které se daji dohledavat v databazi

pro STS (Tsumura a kol., 1997).
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CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

CAPS je technika, ktera spojuje vyhody RFLP a PCR. Diky specifickym primerim
se amplifikuje pozadovany usek DNA. Tento konkrétni usek je nasledné Stépen restrikénimi
endonukleazami za ucelem odhaleni polymorfismu. CAPS technika se pievazné pouziva

pro genotypizaci v pozi¢nim nebo mapou asistovaném klonovani genii.

Prehled nejcasteji pouzivanych DNA markerii

V tabulce 3 uvadim srovnani nejpouzivanéj$ich molekularnich markerovych technik,
co se ty¢e provoznich nakladu, reprodukovatelnosti, automatizace a polymorfismu. V tabulce
3 jsou uvedeny i techniky, které nebyly vySe zminény : RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) polymorfismus restrikéni délky fragmentu, RAPD (Random Amplification
Polymorphic DNA) nahodna amplifikace polymorfni DNA, AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) polymorfismus amplifikované délky fragmentu, ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) vnitini jednoduché opakujici se sekvence, EST-SSR (Expressed Sequence
Tag-derived SSR) mikrosatelity odvozené od EST sekvence, REMAP (Retrotransposon
Microsatellite Amplified Polymorphism) a IRAP (Inter Retrotransposon Amplified
Polymorphism) techniky zalozené na transpozonech, SRAP (Sequence-related Amplified
Polymorphism) a SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) (Nguyen a Wu cit.
Meksem a Kahl, 2005; Kahl a kol. cit. Meksem a Kahl, 2005; Doveri a kol. cit. Kole a Abbott,
2008).
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Tab. 3: Srovnani nejpouzivanéjsich molekularnich markerovych technik podle Nguyen a Wu
cit. Meksem a Kahl, 2005

hf:éﬁﬁ?ﬁ;a Zna;(;,zégo Polymorfismus Dominance Reprodukovatelnost Automatizace Iilr;kvlzél;l
Nizky . , , (1 .
RFLP Ne o 3 Kodominantni Vysoka Nizka Vysoké
a stfedni
Stredni . , s T i
RAPD Ano , Dominantni Nizka Stredni Nizké
a vysoky
i . , , Stfedni Y 1.
AFLP Ano Vysoky Dominantni Vysoka . Stredni
a vysoka
, . , , Stfedni L,
SSR Ano Vysoky Kodominantni Vysoka . Nizké
a vysoka
ISSR Ano Vysoky Dominantni Vysoks Stredni Nizké
ysoky ominantni ysoka a vysoké izké
EST-SSR Ano Stredni Kodominantni Vysoka Stredni Nizké
SNP Ano Extrémné - Kodominantni Vysoké Vysoké Nizké
vysoky a dominantni
REMAP Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Strednlr Nizké
a vysoka
, . , , Stiedni 1
IRAP Ano Vysoky Kodominantni Vysoka . Nizké
a vysoka
SRAP Ano Stiedni Kodominantni Vysoka Stiedni Nizké
SCAR Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Stfedni Stredni
CAPS Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Stedni Stiedni
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2.2.3 Mapovaci populace

Za ucelem konstrukce rekombinantnich genetickych map s genetickymi DNA markery
jsou vyuzivany mapovaci populace. Mapovaci populace musi pochazet z kontrolovaného
kiizeni mezi rodi¢i. Rodice mapovaci populace se musi geneticky liSit ve fenotypovych
znacich 1 v genetickych markerech. Oc¢ekava se, ze ¢im vic se bude rodi¢ovska linie lisit,
tim jednodussi bude identifikace znakd. Pii konstruovani mapovaci populace je potieba vzit
v uvahu reprodukéni cyklus rostliny. Mizeme se setkat se dvéma zakladnimi typy
reprodukce: ptirozena (lilek rajée, sdja) nebo uméla (cukrova tfepa, kukufice); na druhé strané
jsou inbredné citlivé rostliny - tzv. inkompatibilni - napf. lilek brambor.

Inbredné citlivé rostliny vykazuji vysokou genetickou heterozygotnost, pro takovéto
druhy je proto nemozné vyrobit Cisté homozygotni linie diky inbredni depresi. Pouze
kompatibilni rostliny umoziuji generaci linii s maximalni homozygotnosti. Mezidruhovi
hybridi mohou vykazovat odchylené chromozomové parovani a potlacenou rekombinaci,
coz vede ke snizeni vazebnych vzdalenosti na mapé. Proto je potieba Cisté homozygotni linie.
Populace ziskané z homozygotnich rodic¢t, které se vyuzivaji pro vazebné mapovani, jsou: F,
populace, F;-odvozena F3 populace, populace zpétnych kiizenct, dihaploidni populace,
rekombinantni inbredni linie a témét izogenni linie (Hittalmani a kol. cit. Kole a Abbott,
2008; Paran a Levin cit. Kole a Abbott 2008; Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005).

F, populace

F, populace je nejjednodussi formou mapovaci populace. Byla zakladem
pro Mendelovy zékony. Dvé€ cisté homozygotni linie, které jsou vysledkem pfirozeného
nebo umélého inbredingu, jsou vybrany jako rodi¢e. Jde o rodice Py a P, ktefi by se méli lisit
ve vSech studovanych znacich. Potomstvo takového kiizeni se nazyva Fi1 generace.
Pokud rodicovskeé linie budou pravymi homozygoty, pak vsichni jedinci v F; generaci budou
mit stejny fenotyp po dominantnim rodici. Jednotlivé rostliny z F; generace po zkfizeni budou
produkovat F, generaci, ktera bude segregovat do znaki odlisnych od rodi¢u. F, populace je
vysledkem jediné meidzy, béhem které je geneticky materidl rekombinovany (Obr. 4).
Nevyhodou F; populace je, Ze nemtze byt zachovana, protoze F, rostliny maji omezenou
délkou zivota. F3 rostliny, které jsou vysledkem kiizeni F, generace, jsou geneticky
neidentické. Vyhodou F, populace je snadny vyvoj rostlin netrpicich efektem inbredni
deprese. F, populace se vyviji ve dvou generacich, coz umoznuje segregaci vSech moznych

genotypovych kombinaci.
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Na obrazku jsou znazornény chromozoémy. Bila barva ptredstavuje dominantni znak a ¢erna barva recesivni znak.

Obr. 4: F, populace

Pii zkfizeni dominantné homozygotniho rodice s recesivné homozygotnim rodicem vznikne F; heterozygotni
populace. Geneticky material F; gamet podstoupi meiotickou rekombinaci. Pfi zkiizeni F; heterozygotnich
jedinct vniknou jedinci s riznou variantou genetické konstituce tzv. F, generace. Podle Schneider cit. Meksem
a Kahl, (2005).

Rekombinantni inbredni linie

RIL je rekombinantni ibredni linie u rostlin odvozena z F, populace opakovanym
homozygotnim samosprasenim nebo od inbredniho potomstva jedinct z F, populace (Obr.5).
Jedno semeno kazdé linie je zdrojem dalsi generace u rostlin. Jde o tzv. jednosemenny ptivod
linie. Diky samospraseni je do Sesté generace dosazeno takika kompletni homozygotnosti.
To miuze byt hlavni vyhodou trvalého zdroje, ktery lze pfemnozovat na neurcito bez genetické
zmény. RIL jsou idealni pro QTL studie se segrega¢nim pomérem genetickych markerti 1 : 1.
Vyhodou RIL je vyssi pravdépodobnost fixace rekombinantniho genotypu nez u F, populace
(Burr a Burr, 1991). RIL je nastroj pro ziskavani rekombinanti s pozadovanymi vlastnostmi

od obou rodic¢a. Pokud se zkiizi RIL s F1 populaci, vzniknou vSechny mozné genotypové
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kombinace v¢etné heterozygot ocekavanych v F, generaci, z nichz RIL byla odvozena. RIL
je udrzovana samosprasenim a muze byt vyrobena novymi hybridizacemi. RI linie jsou velmi
levné. Nevyhodou RIL je obtizny vyvoj druhti s vysokou inbredni depresi. Pti mezidruhové
RI populaci mize dojit k neimyslnému vybéru alel od nepfizptisobeného genofondu.
Nevyhodou také mize byt zkresleni segrega¢niho poméru markerovych nebo genovych

lokusu.

F>generace

Samosprageni
po 8 generaci

RILs

Obr. 5: Rekombinantni inbredni linie

Rekombinantni inbredni linie je odvozena z F, generace samospraSenim. V kazdé generaci meiotickd udalost
vede k rekombinaci a redukci heterozygotnosti az RILs budou mit kompletné homozygotni fragmenty.

Na obrazku je $ipkou znazornéno osm generaci. Podle Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005.

Populace zpétnych krizencu

Populace zpétnych kiizencl vznikd zpétnym kiiZenim rodice napt. B s rostlinnym Fq
hybridem. To umoziiuje analyzu specifického fragmentu DNA odvozeného od rodice A
v genetickém pozadi rodi¢e B. Rodi¢ A bude darcem DNA fragmentu a rodi¢ B bude
pfijemce DNA fragmentu. Béhem procesu zpétného kiizeni mulZe dojit k separaci
nevazebného donorového fragmentu pomoci segregace diky rekombinaci. Zpétné kiiZeni
se opakuje, aby byl redukovan pocet a velikost donorového fragmentu; jde o tzv. pokrocilé
zpétné kiizeni linii (Obr. 6). Kazdym krokem zpétného kiiZzeni dochazi k redukci podilu
donorového fragmentu o 50 %. Zafixovany donorovy fragment je pfi¢inou recesivnich gent.

Na zakonceni procesu zpétného kiiZeni je potfeba dvou kol samospraSeni. Linie, kterd bude

mit zabudovany fragment DNA od vzdalené ptibuznych druhti, se bude nazyvat introgresni,
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kdezto linie se zainkorporovanym genetickym materialem z jiné odridy bude oznacena
jako meziodridova substitu¢ni linie. Kodominantni a dominantni molekularni markery
s dominantnim rodi¢em budou segregovat vpoméru 1 : 0 a 1 : 1 (dominantni : recesivni)
a s recesivnim rodiéem vpoméru 1 : 1. Problémem mohou byt dominantni markery
pii vazebné analyze. Pokud je alela odvozena od recipientniho hybridniho rodice, budou
jakékoli rekombinantni gamety zamaskované. To mlze byt vyuZito pro introgresni exoticky
genofond plané piibuznych druhd. Vyhodou zpétného kiiZeni je dvoukrokovy proces.
Pokrocilé zpétné kiiZeni vyZaduje jednu nebo dvé generace navic. Skérovani markerovych dat
je jednodussi, protoze existuji pouze dvé genotypové tiidy. Nevyhodou zpétného kiizeni je

Casova omezenost, kterd je dana délkou zivota rostliny.
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Obr. 6: Populace zpétnych kiizenct

Pokro¢ila populace zpétnych kiiZzencl ma ptivod v F; generaci. F; generace je zpétné zkiizena s recipientnim
rodi¢em, ktery je zndzornén bilou barvou. V kazdém kole zpétného kiizeni je pocet a velikost genomickych
fragmenti DNA redukovan az na jednoduchy fragment, ktery pochazi od donorového rodice znazornéného
Cernou barvou. Jednoduchy fragment je nasledné rozliSen zpétné zkiizenou linii recipientniho rodice.

Podle Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005.
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Temer izogenni linie

Cilem vyvoje téméf izogenni linie (Nearly izogenic line, NIL) je obnoveni témét
identického recipientniho rodi¢e s pozadovanym genem od donorového rodice. Vétsina NIL
je produkovana zpétnym opakovanym kiiZzenim hybridniho potomstva do jednoho
Z puvodnich rodi¢t. Rodi¢ pak pfispéje svym znakem nebo genem (Obr. 7). Kdyz je dosazeno
pozadované Girovné izogenicity mezi recipientnim rodi¢em a NIL, pak NIL je samosprasena
a nasledn¢ homozygotni linie jsou vyselektovany. Recipientni rodi¢ a jeho NIL jsou totozné
ve vSech lokusech. Druhou metodou produkce NIL je jednosemenny pivod linie SSD,
kdy vybér je udrzovan pomoci heterozygotnosti. Po sedmou az desatou generaci SSD jsou
heterozygotni linie samospraseny a nasledné¢ homozygotni sesterské linie jsou vyselektovany.
Vyhodou NIL je, ze usnadiiuje pevné mapovani pozadovaného genu. Za nevyhodu NIL lze
povazovat, ze proces vyzaduje velky pocet potomstva vzniklého zpétnym kiizenim.
Mezi recipientnim a donorovym rodi¢em musi existovat geneticka rozmanitost. Pfiprava NIL

je ¢asove narocna a pracna. NIL jsou vhodné pouze pro molekularni znaceni genu.
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Obr. 7: Téméf izogenni linie
Opakované zpétné kiizeni hybridniho potomstva do ptivodniho recipientniho rodi¢e vede k vyvoji témer
izogenni linie. Na obrazku je zndzornéna BCgr, linie, ve které je urCita uroven izogrnicity pro pozadovany

fenotyp B. Podle Paran a Levin cit. Kole a Abbott, 2008.
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Dihaploidni linie

Dihaploidni (DH) linie obsahuje dvé identické sady chromozomu v kazdé buice. DH
linie je zcela homozygotni. DH linie je produkovana z haploidni linie a vznikd spontanng,
nebo je uméle indukovéana (Obr. 8). Haploidni rostliny jsou mensi, téméf sterilni a méné
vitalni nez diploidni rostliny Indukce haploidi je vyvolana bud’ kultivovanim pra$niku,
nebo mikrospor na specialnim médiu. Nasledné je dihaploidni linie generovana z haploidnich
bun¢k gametofytu. U haploidnich rostlin se obcas chromozémové Ccislo zdvojnasobi
spontanné, coz vede k dvojnasobné haploidni linii tzv. dihaploidni linii. To mize byt
¢imz dojde K inhibici rozchodu chromozoémi. Dihaploidni linie jsou trvalym zdrojem
pro mapovani. Dihaploidni linie nemaji zbytkovou heterozygotnost. Vyuzivaji
se pro mapovani pSenice, jeémene a ryze (Chao a kol., 1989; Heun a kol., 1991; McCouch
a kol., 1988). Vyhodou dihaploidni linie se stdvd pevny homozygotni stav, ktery je
dosazen V n¢kolika generacich. Mapovaci populace dihaploidii je nesmrtelnd; muize byt
udrzovana bez genotypové zmeny. Skorovani markerovych dat je jednoduché, protoze existuji
pouze dvé homozygotni genotypové tiidy. Nevyhodou dihaploidni linie je, Ze rekombinace se

odhaduje pouze na zakladé rodicu, z kterych dihaploidi byli vyvinuti.

il

i ‘ Homozygotni rodice

F1 generace - heterozygotni

Crossing over

VN

N Gamety Fi generace
[ |
Ziskani haploidu

\L Dihaploidizace

IH YA

u Dihaploidni linie

)
Obr. 8: Dihaploidni linie
Diky crossing overu vznikaji rekombinované gamety F; generace, ze kterych se ziskaji haploidni jedinci.
Dihaploidni linie s fixovanym homozygotnim stavem vznika diky spontanni nebo umélé dihaploidizaci

z haploidnich jedinct. Podle Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005.
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2.2.4 Princip genetického mapovani

Genetické mapovani si klade za cil identifikovat markery zodpovédné za konkrétni
fenotyp na studované populaci pomoci zmén v DNA. Za timto G¢elem se vyuZziva vazebné
neboli rekombina¢ni mapovani. Mapovani umoziuje nalezeni pozice, seskupovani,
usporadani a odhad vzdalenosti genii a markerti na genetické mapé. Rekombinacni studie
se tedy zabyva genetickou rekombinaci, ktera zahrnuje distribuci DNA podél chromozému,
a mirou genetické vzdalenosti mezi dvojici lokusti ve vazebné interakci. Vazba mezi dvéma
lokusy je pravdépodobnosti kazdého crossig overu béhem jedné meidzy. Pro genetické
mapovani se pouzivaji molekularni genetické DNA markery. Umisténi genetickych markert
ve vazbé s geny na genetické mapé ma nasledné vyznam struktury, funkce a regulace
studovaného genu (Obr. 9). K determinaci relativni vzdalenosti mezi genetickymi markery je
pouzita rekombinaéni frekvence. Rekombinace miliZze nastat mezi kterymikoli dvéma lokusy
nebo markery na chromozému. Pokud nedochdzi ke crossing overu, vznikaji rodi¢ovské
gamety. Pokud ke crossing overu dojde, gamety budou rekombinované. Lokusy, které jsou
umisténé na chromozému blizko sebe, podstupuji mensi pravdépodobnost crossing overu
a pocet nerekombinujicich gamet bude piesahovat rekombinované gamety. Jestlize dva lokusy
budou daleko od sebe na chromozému, rekombinace bude pravdépodobna pii kazdém
parovani chromozomi (Zeng a kol. cit. Kole a Abbott, 2008; Mihovilovich a kol. cit. Kole
a Abbott, 2008; Nelson cit. Meksem a Kahl, 2005).

Marker 1 Marker 2 Q7L Marker3 Marker 4

A A A B

i | } x ! linie 1

A B B B
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} X i | 1 linie 2
S —
=5cM

Obr. 9: Schéma principu genetického rekombinacniho mapovani mezi markery a genem

Na obrazku jsou znazornény dvé linie populace. U kazdé linie byly pouzity Ctyfi stejné markery. V linii 1
mezi markerem 3 a 4 doSlo k rekombinaci (zeleny kiizek) a v linii 2 byla rekombinace mezi markerem 1 a 2.
Diky témto dvéma rekombinacim dojde k oddéleni sledovaného genu QTL (Quantitative Trait Loci) od ostatnich

markert. To umoziuje zjistit, kde studovany gen lezi na genetické mapé.
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2.2.5 Rekombinaéni frekvence kolem centromery

Crossing over je Casto potlaceny v blizkosti centromery (Tanksley a kol., 1992).
Toumoznuje zvySeni poctu pari bazi na 1cM. Vysokd hustota seskupeni markert
v centromerické oblasti ukazuje nizkou troven meiotické rekombinace, protoze tyto oblasti
jsou spojeny s heterochromatinem. Heterochromatin je kondenzovany v meidéze béhem
crossing overu. Jde o tichou neaktivni ¢ast genomu (Roberts, 1965). Cim vys§i hustota
Centromerické oblasti se vyznacuji velmi nizkou frekvenci rekombinace ve srovnani
s telomerami (Paran a Levin cit. Kole a Abbott, 2008). Inverze a jiné chromozomalni
odchylky odlisujici druh zpusobuji meiotické rekombinace, a tedy shlukovani markert
namap¢ (Burnham,1962). Nahodna distribuce markerd a nizkd uGrovein meiotické
rekombinace zplsobi, ze markery budou fyzicky separovany do tzv. clusteru na vazebné
mapé. Negativni efekt na crossing over mé flanking chromozomalni sekvence, jde
0 tzv. centromerni efekt nebo-li efekt vlikna (Beadle, 1932). Castéjsi rekombinace Vv distalni
¢asti chromozomu od centomery byla navrZzena na zakladé studie (Tanksley a kol. 1992)
vazebné analyzy C bandi pSenice (Curtis a Lukaszewski, 1991) a dele¢niho mapovani psenice

(Werner a kol., 1992).

2.3 Radiac¢ni hybridni mapovani

Radia¢ni hybridni mapovani (RH) usnadiuje genetické mapovani. RH mapovani neni
zavislé na meiotické rekombinaci. Meioticka rekombinace je v pfipadé€ radia¢niho hybridniho
mapovani nahrazena zlomy na chromozomech. Zlomy jsou na chromozémech vyvolané
napi. X-zafenim. RH mapovéani je rychlejsi v porovnani s genetickym mapovanim. RH
mapovani nevyZaduje velky pocet testovanych jedinct.

Radia¢ni hybridni mapovani je tedy nastrojem pro mapovani specifické oblasti
chromozému. PouZiva radia¢né hybridni bunky somatickych linii. Podle Cox a kol. 1990 byly
hybridni bunky pfipraveny pro konstrukci map za ucelem vysSiho rozliSeni v savcich
systémech - napt. mezi hlodavcem a ¢lovékem. X-zafeni zlomi chromozém v donorové burice
V pozadovaném fragmentu, ktery je nasledné pfemistén fuzi do recipientni bunky jiného
druhu. Ozafené chromozoémy jsou studovany na pozadi recipientnich bun¢k tzv. radia¢nich
hybridi (Obr. 10). Dany fragment je pak analyzovan pro piitomnost nebo absenci
specifickych  DNA markeri poskytujicich odhad frekvence zlomii nebo vzdalenost
mezi dvéma markery. Metoda radia¢niho hybridniho mapovani je podobna tradi¢nimu

genetickému mapovani (Hass-Jacobus a Jackson cit. Meksem a Kahl, 2005).
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RH mapovani bylo poprvé popsano Goss a Harris 1975 a 1977 a nasledné Benham
akol., 1989 a Cox a kol., 1990. Zafenim indukované zlomy na chromozomech umoznuji
prestavbu molekuldrnich markerti na chromozému. Markery, které jsou fyzicky blizko sebe
na chromozému, béhem ozafeni podstupuji méné chromozomovych zlomii a budou mit
tendenci seskupovat se pohromad¢ na stejném fragmentu nez vzdalené umisténé markery
od sebe (Cox a kol, 1990). Fyzicka vzdalenost je spocitana na zakladé koreten¢nich frekvenci
mezi vzniklymi chromozémovymi fragmenty a molekularnimi markery.

RH mapovani slouzi k integraci genetické a fyzické mapy. RH mapovani bylo
zkouméno na kukufici (Kynast a kol., 2002; Riera-Lizarazu a kol., 2000), je¢meni (Wardrop
akol., 2002; 2004), baving& (Gao a kol., 2004) a p3enici pro mapovani specifického genu scs*
(Hossain a kol., 2004¢) a pro vyssi rozliSeni v ur€ité chromozémové oblasti U tvrdé pSenice
Triticum turgidum (Kalavacharla a kol., 2006). Prvni pokus zavést RH mapovani u rostlin byl

popsan Riera-Lizarazu a kol., 2000. Slo o vyuZiti monosomického kukuiiéného chromozému

9 v linii ovsa.
Donorova somaticka hybridni buiika Recipientni hlodav&i buiika
Marker
Lidsky o
chromozém
FUZE
G hlod.
enom odavee Genom hlodavce
X-zai‘eni
SELEKCE
Donorovi somaticki hybridni buiikka ~ Radiacni hybrid Recipientni hlodav¢i buiika
', Marker
Buiiky s lidskymi ? z
Letalni sub-chromozémovymi Vyselektovano
fragmenty

Markerové testy a mapovani

Obr. 10: Produkce chromozomoveé specifickych radiacnich hybrida

Donorova somaticka hybridni burka je vystavena X-zafeni. Ozarena buika je zfuzovana s neozarenou

veer

pouze radiacné hybridni buiky, na obrazku s lidskymi sub-chromozémovymi fragmenty. RH panel je testovan

markery za u¢elem konstrukce chromozomové specifickych map. Podle Walter a Goodfellow 1993.
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2.3.1 Radiacni mapa

RH mapovani je alternativou pro rozvoj fyzické mapy. RH mapy jsou vytvoreny
na zédkladé¢ radiacné indukovanych zlomli na chromozému a nésledné rekonstrukci potadi
markerti na chromozému pomoci koretenéni analyzy (Obr. 11). RH mapovani je statisticka
metoda. Nejlepsi mapa pouzitim této metody nemusi nutné odrazet aktudlni potadi markert
na chromozoému. RH mapa je odvozena od znamého chromozému (Hass-Jacobus a Jackson
cit. Meksem a Kahl, 2005).

Genetické mapy maji omezené rozliSeni. Genetickym mapovanim neni mozné ziskat
mensi rozliSeni nez 1Mb u eukaryot (Kalavacharla a kol., 2009), protoze zavisi na poctu
crossing overd. Genetické mapy maji omezenou piesnost mapovani v oblastech snizenych
na rekombinaci. Proto se vyuzivd RH mapovani o riznych davkach zéreni, které slouzi
k vytvofeni map sriznou hodnotou rozliseni. Diky RH mapovani mize byt rozliSeno
az 100 kb na RH map¢ (Schuler a kol., 1996; Stewart a kol., 1997) i v oblastech s malou
pravdépodobnosti rekombinace. Rekombina¢ni udalosti nejsou rovnocenné po celé¢ délce
chromozomu. Hot-spot se stiida s cold-spot u druhti s velkymi genomy, jako je pSenice,
je€men, kukufice. Rekombina¢ni frekvence kolem centromery se sniZuje a je blizkad nule.
Ya genomu z ~ 17 Gbp pSenice predstavuje méne nez 1 % z celkové rekombinace (Dolezel
a kol., 2009).

DNA markery vyuzivané pro RH mapovani nemusi byt polymorfni. Jednotky RH
mapy se udavaji v centiRay cR (Boehnke a kol., 1991).

Scale
1,000 cR
0

I
1 I
I

TITTIITT

2
E

[T

Obr. 11: Radia¢ni hybridni mapa chromozomu 1D pSenice

Na obrdzku je znazornéna radiaéni hybridni mapa chromozému 1D

o
& ]

pSenice. Odhadnutd vzdalenost na map€ je 11 737 cRss ggo s pokrytim 378

B AFLP, RFLP a EST markerti. Pismena A — E znaCi hlavni vazebné

skupiny markerti na RH mapé¢. Pfevzato od Kalavacharla a kol., 2006.
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2.3.2 Princip radia¢niho hybridniho mapovani

Zakladnim ptfedpokladem RH mapovani je uzavieni dvou lokusi na chromozomu.
U takovych lokust je pak mensi pravdépodobnost zlomu indukovaného zafenim. Pro RH
mapovani se vyuziva metoda momenti pro odhadnuti vzdalenosti mezi dvéma lokusy
z ptedpokladu retence fragmenti a ndhodného zlomu podél chromozému (Cox a kol., 1990).
Tzn. ze pravdépodobnost zlomu pro dany interval mize byt pfevedena na D (aditivni
vzdalenost) D = -log (1 - 0) jako analogie k Haldane funkci 1919 bez interference. Vysledné
jednotky vzdalenosti pro D se nazyvaji Ray (Cox a kol., 1990; Boehnke a kol., 1991).

Diky zlomeni fragmentu je mozné urcit pofadi molekularnich marker a frekvenci
zlomu jako u rekombina¢niho mapovani. Hybrid se dvéma markery A a B mulze
byt vysledkem ze zlomu mezi A a B sretenci markeri na dvou oddélenych fragmentech
nebo bez zlomu mezi A a B, kdy oba markery zlstavaji na jednom fragmentu. Hybrid,
ktery ptisel o oba markery, mize byt vysledkem bud’ ze zlomeni mezi A a B se ztratou dvou
chromozomovych fragmentii, nebo bez zlomeni mezi A a B se ztratou jednoho fragmentu
obsahujiciho A a B (Obr. 12). Pak se da definovat frekvence zlomu mezi dvéma markery diky
pozorovanému markeru pii segregaci hybridii. Pfedpoklada se nezavislé zlomeni mezi dvéma

markery a uchovanim muze byt odhadnuta frekvence zlomu 6.

0=[(A'B") + (AB"]/[T(Ra + R — 2RaRs)]

Kde A'B™ je poget pozorovanych hybridnich zlomi s markerem A. AB® je pocet
pozorovanych hybridnich zlomt s markerem B. T je celkovy pocet hybridi, Ra je frakce
vSech hybridli pro A a Rp je frakce vSech hybridd pro B. 0 je analogem rekombinacéni
frekvence v genetickém mapovani. Pokud se 6 hodnota rovna 0, fika, ze nedoslo ke zlomu
tzv. retence. Pokud ale 6 bude mit hodnotu 1, ke zlomu doSlo mezi dvéma markery
tzv. delece. D zahrnuje informaci i o davce X-zafeni. Napt. vzdalenost 1 cRg oo mezi dvéma
markery odpovida 1 % frekvenci zlomu po vystaveni na 8 000 rad X-zafeni (Cox a kol.,

1990).
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2) 3)

Obr. 12: Umisténi molekularnich markerti na chromozoému po vystaveni na X-zateni

Na obrazku jsou vyobrazeny fragmenty s riznou moznosti umisténi dvou blizkych markert na chromozému
po vystaveni zafeni. Z vychoziho fragmentu s markery A a B mohou vznikat po zlomeni: 1) dva fragmenty
a na kazdém fragmentu bude jeden marker, 2) ke zlomeni nedojde, 3) diky dvou zlomiim mezi markery A a B
vzniknou tfi fragmenty, z nichZz jeden je bez markeru, 4) zlomenim za jednim markerem vzniknou dva

fragmenty, z nichz jeden nenese zadny marker.

2.3.3 Radiaéni hybridni panel

Testovany darcovsky genom je ndhodné nafragmentovan na poZadované rozliSeni
a zflzovan s recipientni bunikou do konstruktu RH mapovaciho panelu. RH mapovaci panel
se analyzuje obvykle na PCR-zalozenych molekularnich markerech. Markery, které chybi
nebo jsou pfitomny, jsou zaznamenany. Vysledny soubor dat je pouzit k urCeni poradi
arozmisténi markerd podél wurcitétho chromozému s vétsi hustotou zamapovani
neZ pii genetickém mapovani (Boehnke a kol., 1991; Cox a kol., 1990).

RH panely mapuji vS§echny chromozémy urcitého druhu. RH panel bude neprakticky,
kdyz pocet vSech chromozémi v daném druhu bude velky, nebo kdyz nebudou k dispozici
jednotlivé chromozémy. Je potieba, aby panely byly co nejmensi a uchovavaly donorovy
fragment. VSechny RH panely nejsou rovnocenné diky vyraznému odliSnému mnozstvi
zachovani DNA z darcovské buiiky (Jones, 1996). Vyhodou RH panelu je vyuziti relativné
mensiho poctu linii ~100 (Green, 2001; Meyers a kol., 2004) v porovnani s rekombinacni

mapovaci metodou (Kalavacharla a kol., 2009).
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2.3.4 Aneuploidni a dele¢ni mapovaci populace

Geny a markery jsou zamapovany na chromozomech, chromozémovych ramenech
a chromozoémovych segmentech (neboli binech) u pSenice pouzitim aneuploida
napt. nullisomikit — chybi cely homologni par chromozémul, monosomiki — chybi jeden
chromozém v homolognim paru, trisomikii — jeden chromozom se vyskytuje trikrat,
ditelosomikii — jedno rameno chybi u obou homolognich chromozémt a na sbirce delecnich
linii - chybi ¢ast chromozomu a substitucnich linii — cely chromozém nebo jeho Cast je
nahrazena chromozémem nebo €asti chromozému z jiného druhu (Endo, 1990; Qi a Gill,
2001). Delec¢ni linie jsou Siroce pouzivané pro lokalizaci velkého poctu gent na riznych
chromozémovych binech u psenice (Hossain a kol., 2004a).

U nullitetrasomika T. aestivum cv. Chinese Spring byl jeden chromozom
ze subgenomu premistén a pfidan k homolognimu protéjsku chromozdému jiného subgenomu.
Zkiizenim T. aestivum cv. Chinese Spring nullitetrasomika s tetraploidni tvrdou pSenici
T. turgidum, a nasledné zpétnym kiizenim doslo k selekci disomické substituéni linie pSenice
tvrdé T. turgidum (Joppa a Williams, 1988).

Delece vznikaji diky ozafeni. Davka zéfeni, kterd je pouZita pro RH mapovani,
potiebuje byt vyvazena tak, aby co nejvétsi pocet rostlin s deleci byl zivotaschopny. PSenice
je jednoznaéné¢ vhodnd pro RH mapovani, protoze ma velkou cytogenetickou zasobu.
Piikladem mize byt 1D chromozém s analyzou a identifikaci genu SCS (Hossain a kol.,
2004b), ktery je zodpovédny za kompatibilitu mezi jddrem a cytoplazmou.

Aloplasmicka pSenice tvrdd obsahuje jadro z kulturni pSenice tvrdé a cytoplazmu
z Aegilops longissimum, ktera ptinesla 1D chromozom. D genomovy fragment je studovany
v pozadi AB genomu. Hossain a kol., 2004c pouzili tuto linii a demonstrovali proveditelnost
RH mapovani pomoci ozafeni semen. Samiéi sterilni hemizygotni (lo) scs® linie byla
zktizena s tvrdou pSenici linii LDN16. Vznikld semena pak byla bud’ svrastéla, nebo obla.
Obl4 semena obsahujici gen scs®® byla ozafena 35 krad y-zafenim a poté byla ponechina
k nakli¢eni a ristu. RHg rostliny odvozené z tohoto osiva byly zkiiZzeny znovu do euplasmické
pSenice tvrdé linie LDN16, aby byla ziskdna RH; semena. Obl4 semena z tohoto kiizeni byla
vybrana a RHj rostliny byly péstovany ve skleniku a pouzity pro extrakci DNA a analyzu
pouzitim molekularnich marker (Obr. 13). RH linie pfinesly delece v 1D chromozému. Byl
tak vytvofen RH panel chromozému 1D tvrdé pSenice tzv. DWRH — 1D panel (Durum Wheat
Radiation Hybrid). Tento RH panel umoznil lokalizaci genu scs®™ a slouzi jako model
pro budouci adalsi geny pSenice, kter¢é bude potieba lokalizovat RH mapovanim

(Kalavacharla a kol., 2009).
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Dalsim ptikladem radia¢niho hybridniho panelu muze byt DGRHg generace
T. aestivum cv. Chinese Spring ozareny 35 krad. Vypéstované rostliny byly nasledné zktizeny
se sami¢i linii Altar 84 T. turgidum. Vznikl pentaploid — radia¢ni hybrid DGRH; generace
(Riera-Lizarazu a kol., 2010).

Nebo RH panel pro chromozom 3B pSenice, kdy byla ozaiena psenice tvrda 350 Gray.
Vzniklé rostliny byly zkfizeny do aneuploidni linie, ktera postradala chromozém 3D (Kumar
a kol., 2012).

V praci Zhou a kol. 2012 byly protoplasty T. aestivum ozateny UV svétlem a y-
zatenim. Nasledné byly zfuzovany protoplasty do Buplerum scorzonerifolium Willd.
jako piijemce. Vznikly RHPWI a RHPWII panely.

RODICE (10) 1AL.1Dscs= 1A x pienice tvrda LDN16

35 krad y-zédfeni

- (lo) (Io) + 1AL.1Dscs= 1A Senice tvrdd LDN16
RHo rostliny svrgfeMNgemena obl4 semena x P

(lo (10) + 1AL.1Dscs= 1A

RH; rostliny 3. .
Y SVI: semena obla semena

Obr. 13: Vyvoj radiac¢ni hybridni populace: DWRH — 1D panel

Na obrazku je znizornén vyvoj radiaéni hybridni populace pro chromozém 1D psenice. 1AL.1Dscs® 1A je
chromozémové kombinace z hemizygotni (lo) scs®® linie z Aegilops longissimum poskytujici D chromozom.
Rodi¢ 1AL.1Dscs®® 1A je zkiizen s pSenici tvrdou. Vzniknou svra$téld a obld semena ptedstavujici RHg
generaci. Obld semena pSenice obsahujici gen scs™ jsou vyselektovana a ozafena 35 krad y-zafenim. Ozatend

semena jsou nasledné zktizena s pSenici tvrdou. Vzniknou RH; rostliny. Podle Hossain a kol., 2004c.

2.3.5 Opravy zlomi
Vysoké davky zafeni zpisobi dvouvlaknové zlomy v genomu. Tyto zlomy jsou
opraveny repara¢nim mechanismem HR — homology directed repair nebo HNEJ — non-

homologus end-joining tzv. nelegitimni rekombinaci. Méné¢ dvouvladknové zlomu
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vznika V heterochromatinové oblasti (Liu a kol., 2009). Zlomy v mitéze jsou cCastéjsi
V porovnani s crossing overem Vv meiéze. To mohou vysvétlovat regiony kompaktniho
chromatinu, ktery mtize byt odolngjsi vuc¢i radiaci. Méné kondenzovany chromatin
tzv. euchromatin je nezbytny pro reparaci, aby mechanismus spravné fungoval (Kumar a kol.,
2012).

2.4 Pozicni klonovani geni

Pozi¢ni klonovani pfestavuje experimentalni postup vedouci k izolaci sekvence DNA.
Vyizolovana sekvence DNA je zodpovédna za urcity fenotyp nezndmého genu. Prvni Gspésné
klonovani geni Q a VRN-1 u psenice bylo v roce 2003 (Faris a kol., 2003; Yan a kol., 2003).
Pro detekci spolehlivého fenotypu se musi nejdiive odvodit mapovaci populace zkiizenim
dvou fenotypové odlisnych rodict. Takovéa populace umozni lokalizaci genu na genetické
map¢ diky vyuZiti vazby markerd (Schneider cit. Meksem a Kahl, 2005). Lokus,
ve kterém byl hledany gen zamapovan, je potfeba saturovat novymi markery tak, aby hledany
gen byl co nejméné ohraniceny.

Nové markery se ziskaji kolinearitou s piibuznymi genomy celedi Poaceae,
protoze pofadi genti zistalo béhem evoluce velmi konzervovano napt. Oryza sativa L.
s430 Mb pro T. aestivum L. (Xu a kol., 2005; Sorrells a kol., 2003). Screening knihovny
dlouhych inzertd umozni identifikovat markery v tésné vazb¢ s hledanym genem. Knihovny
zaloZzené na bakterialnich chromozomech tzv. BAC usnadni redukci velkého genomu
U hexaploidni pSenice diky cytometricky vytfidénym chromozémiim nebo chromozémovych
ramen efektivnéji, nez pii vyuziti druhl s nizsi ploidii (Devos a kol., 2009).

Pozitivni BAC klony a jejich konce jsou osekvenovany. Ziskané sekvence mohou byt
zdrojem novych markerti. Screeningem knihovny koncovou sekvenci BAC klonu je nalezen
sousedni klon. Tomu se tika tzv. chromosome walking (Gresshoff 2005; Doskar, 2005).
Cilem je sestavit lokdlni kontig a vybrat BAC klon s kandidatnim genem, ktery je
osekvenovan. To umozni ur¢it a predpovédét funkei a strukturu genu (Gresshoff, 2005; Zhang
cit. Kole a Abbott, 2008). Na konci pozicniho klonovani se musi ovéfit kandidatni gen
Z hlediska funkce a struktury kfiZenim rostlin, transformaci nebo RNA interferenci (Yahiaou
a kol., 2004; Huang a kol., 2003).

2.5 Genetické a RH mapovani oblasti genu QPm.tut-4A — tived k praktické ¢asti
Hybridizaci kultivaru Triticum aestivum Téhti s tetraploidni pSenici Triticum militinae

vznikla hybridni linie, ktera je rezistentni k padli travnimu (Obr. 14). Kiizenim T. aestivum
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Téhti s T. militinae doslo k zaneseni trvalé rezistence k padli travnimu v tseku 8/1
na chromozému 4A. Tato vznikld linie byla odvozena od F,3 populace, vniz byl
identifikovan lokus QPm.tut-4A zodpovédny za rezistenci k padli travnimu na dlouhém
rameni 4A chromozomu mezi markery gwm160 awmc232 (Obr. 15). Rezistentni rostliny
nesou Vv této oblasti mezi markery gwm160 a wmc232 translokovany tsek 8/1 z T. militinae.

Dalsi QTL pro rezistenci k padli travnimu byl detekovan na 5A chromozému pSenice
(Jakobson a kol., 2006).

4A 4A
Triticum aestivum Tahti Triticum militinae Triticum aestivim
cv. Chinese Spring
X T. aestivum Téhti
T. militinae
81
Cs =81

T. aestivim Taht

Triticum aestivum cv. Chine Spring
T. militinae T. aestivum Téht

T. militinae

Obr. 14: Rezistentni linie k padli travnimu

Na obrazku A je znazornéna translokace useku 8/1 z Triticum militinae do chromozému 4A Triticum aestivum
Tahti. Tento usek 8/1 je zodpovédny za rezistenci k padli travnimu. Na obrazku B je znazornéna hybridizace
chromozému 4A nesouci translokovany usek 8/1 s chromozoémem 4A Triticum aestivum cv. Chinese Spring.

Vznikly chromozom je oznacen CS x 8/1. Populace nesouci tyto chromozémy CS x 8/1 je vyuzivana v ramci

prakticke ¢asti predlozené prace.
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WA4AL

(cM)
Xgpw4238
Xbarc78
Xgwm855
Xgwm160 (0,15)

Owm23

Owm26

Owm32
Owma33, 40, 41, 22,15,31

Owm39

Xpsp3119(0,1)

Xgpw356

Xgwm832

Qpm-tut-4A (0)

Xctg271_barc70_22M06

Xctg271_barc70_01M12

Xbarc70
XgGpw3079 (0,2)

X192A18
Owm16

=r Xwmc232 (0,15)

Xwmc262 (1.2)

Obr. 15: Geneticka mapa 4AL chromozomu
Na obrazku je geneticka mapa dlouhého ramene chromozému 4A s vymezenou oblasti od wmc232 do gwm160,

kde lezi gen QPm.tut-4A, ktery je zodpoveédny za rezistenci k padli travnimu.
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V této piedlozené bakalaiské praci v ramci praktické casti byl pouzivan radiacni
hybridni panel 4AL™ psenice (Obr. 16). Rezistentni dihaploidni linie 400 4AL™ nesouci
introgresi z Triticum militinae byla zkfizena do nullitetrasomické linie NT4A4B, kdy cely
homologni par chromozému 4A byl nahrazen homolognim péarem chromozomu 4B
a do nullitetrasomické linie NT4A4D, vniz cely homologni par chromozému 4A byl

nahrazen homolognim parem chromozému 4D.

RH)y Rezistentni DH400 linie AL™ Nullitetrasomicka linie
NT4A4B;: NT4A4D
25 krad ;; l
RH: Radiacni hybridni panel
4AL™

DH400 x NT4A4B; DH400 x NT4A4D

Obr. 16: Radia¢ni hybridni panel 4AL™

Na obrazku je zndzornény radiacni hybridni panel pro chromozém 4AL pSenice. Rezistentni dihaploidni
linie k padli travnimu byla ozatena 25 krad y zafeni. Nasledné tato linie byla zkfizena s nullitetrasomickou linii,
kdy chybél cely homologni chromozémovy par 4A. Homologni chromozémovy par 4A byl nahrazen
bud’ homolognim chromozémovym parem 4B, nebo 4D. Vznikl radia¢ni hybridni panel RH; DH400 x NT4A4B
nebo RH; DH400 x NT4A4D u psenice.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Biologicky material

Rostlinny material pro genetické mapovani

F5 semena mapovaci populace z kiiZeni introgresni linie 8/1 a Triticum aestivum cv. Chinese

Spring heterozygotni v oblasti genu QPm.tut-4A.

Rostlinny material pro radiaé¢ni hybridni mapovani

Nullitetrasomické linie NT4A4B a NT4A4D, rezistentni linie DH400 odvozené z introgresni
linie 8/1 a nesouci pouze 4AL T. militinae introgresi. Line radia¢niho panelu z k¥izeni
NT4A4B a NT4A4D s ozatenou linii DH400.

3.2 Kliceni in vitro a sazeni

Semena pSenice na navlhéené bunicité vaté Vv Petriho misce byla pfemisténa
do chladiciho boxu se 4°C na 1 den pro zah4jeni kli¢eni. Na druhy den nasledovalo pfemisténi
semen Vv Petriho misce do termostatu BT 120M (Laboratorni pfistroje Praha, CR) se 25°C
na dva dny. Po tfech dnech byla kli¢ici semena sdzena do travniho substratu - Agro specialni
piscity - smichaného s perlitem a pevnym hnojivem Cererit Hortus v bedynce s mfizkou 12 x
8 jamek. Dospélé rostliny byly hnojeny tekutym hnojivem Cererit Hobby 7,5 ml/2L
a oSetfovany Confidorem WG 70 0,5g/5L proti parazitim.

3.3 Extrakce DNA

Pro extrakci DNA byly pouzity mladé listy pSenice. Byly odebrany tfi segmenty
0 délce tii cm z kazdé rostliny do 96 ti jamkové misky s 2ml jamkami. Miska s odebranymi
listy byla pfemisténa do termostatu BT 120M (Laboratorni piistroje Praha, CR) se 37 °C
nadva dny. UsuSené listy se dvéma sklenénymi kulickami o praméru 5 mm byly
homogenizovany 4 min pii 27 Hz na kulovém mlynu MM301 (Retsch, Némecko). Nasledné
ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml Lysis Buffer, ktery byl pfipraveny ze 100 ml Basic Lysis
Buffer, 0,5 g hydrogensifi¢itanu sodného, 0,1 g kyseliny L-askorbové, a 1 ml 2-
merkaptoethanolu. Vzorky byly lyzovany 45 min pfti 65 °C ve vodni lazni Grant SUB (Grant
Instruments SUB, UK). Po lyzi nasledovala centrifugace 4 000 rpm, 10 min pii 4 °C
na centrifuze Juan CR4i rotor QG2,5 max 5 200 rpm (Thermo, USA).

K purifikaci DNA byl vyuzit kit Agencourt® Genfind™ v2 Blood Binding Buffer
(Beckman Coulter, USA). 100 pl lyzatu bylo smichano s 5 ul magnetickych kulicek, RNA-
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sou (Invitrogen, USA) do vysledné koncentrace 0,1 uM a 70 pl izopropanolu. PO 5 min
inkubaci pfi pokojové teploté byla miska umisténa na magnetickou desticku 96 direct Inject
Magnet (Beckman Coulter, USA) na 5 min. Po vycifeni byl supernatant odpipetovan
a magnetické kulicky byly dvakrat promyty 100 pl 70% ethanolem.

Nakonec byla DNA eluovana ve 40 pl sterilni vody mimo magnetickou desticku.
Po 2 min byla miska umisténa zpét na magnetickou desticku. Po 10 min bylo pfeneseno 35 pl
roztoku DNA do nové PCR misky. Uspé&snost extrakce a koncentrace DNA byla odhadnuta

pomoci agardzové elektroforézy v 0,8% agardzovém gelu (Obr. 17).

M 1 2 3 456 7 8 9 101112 13 1415 16

3000 bp

1000 bp

500 bp

Obr. 17: Elektroforetogram 0,8% agar6zového gelu z UV transluminatoru SynGene
0,8 % AGSA/TBE, barveno roztokem EtBr
Drahy: 1 — 16 vzorky extrahované DNA (3 ul), M: 100 bp standard molekulovych hmotnosti DNA (Gene Ruler,

Fermentas) 100 ng/jamka — standard molekulové hmotnosti, Napéti: 4 V/cm

Chemikalie a roztoky

Basic Lysis Buffer (pH 7,2; 2L)

200 ml 5M NacCl

200 ml 1M Thris-HCI

200 ml 0,5M EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
doplnit destilovanou vodou na 2L

Lysis Buffer (na 100 ml Basic Lysis B.)

100 ml Basic Lysis Buffer

0,5 g hydrogensificitan sodny (Sigma-Aldrich, USA)
0,1 g kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich, USA)

1 ml 2% 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

Pfistroje a zafizeni

Laboratorni vaha Scaltec SPO 51 (Scaltec, Némecko)
Digestof MERCI s.r.o. (MERCI s.r.0., CR)
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3.4 Polymerazova retézova reakce

V této praci byla polymerazova fetézova reakce vyuzita pro amplifikaci pozadovanych
fragmentl z extrahované DNA a néslednému genotypovani. PCR reakéni smés obsahovala
0,6 U Taq polymerazy (Finzyme, Finsko), 50mM KCI, 0,1% Trtiton X100, 10 mM Thris-HCI
pH 8,2, 1,5 mM MgCl,, 200 uM kazdého dNTP, 1 uM primery (Invitrogen, USA), 0,01% o-
cresolsulfonepthaleinu (Sigma-Aldrich, UK) a 1,5% sacharoza.

PCR reakce byly provadény v 15 pl a 20 pl na vzorek podle potieby. V kazdé sad¢
reakci byly pouzity pozitivni kontroly DNA (5 ng/ul) T. aestivum Tahti, T. militinae,
T. aestivum cv. Chinese Spring. Negativni kontrola obsahovala pouze reakéni smés
bez templatové DNA, ktera byla nahrazena sterilni vodou.

PCR reakce probihaly v thermocyclerech PTC — 200 (MJ Research, USA) a C1000™
(Bio-Rad, USA) za nasledujicich podminek: pocatecni denaturace 95°C 5 min, 40 cykli:
denaturace 95°C 30 s, nasedani primerd 50 — 60°C 30s, polymerace 72°C 20 — 60 s
(jednotlivé teploty nasedani primertt a doba polymerace pro vybrané primery je uvedena

v Tab. 4 a Tab. 5), a zavérecna polymerace 72°C 10 min.

Tab. 4: Pouzité markery a jejich podminky PCR reakce

Teplota pro Doba polymerace
nasednuti [°C] [s]

Marker Primery

F TGGGTTTCTGACCATGTTTG

Gwma832 55 30
R GCAGAGTTGCTCATACTCAA

F ACCTTGAGGACATACAGAAT

Gwma855 50 20
R _AAAGGATATCTAACTCCCAC

F TTCAATTCAGTCTTGGCTTGG

Gwm160 60 20
R CTGCAGGAAAAAAAGTACACCC

F3 GGGGGCAGAACTTGTATGAA

Mag2931 55 30
R4 TCTTGAGGGACGTGAGGAAC

F AGCAGCAGGAGAGAGCCGACCA

Mag974 60 45
R GCACAACAACTCGTGAAAACAC
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Tab. 5: Pouzité interni standardy a jejich podminky PCR reakce

Interni Primery Teplota pro Doba polymerace

standard nasednuti [°C] [s]

F CCAGCTAGGTGGCAAGAAAC

Wmm1002 50 20
R GGTCTGACGCTACGGCTAAG

F2 CATGGTGTCCCTCGTCAAG

Oowm23 55; 60 30; 45
R3 GAAGGTGGCCGTGGTGTA

F2 CACTGCCACTTTGAGTGCAT
Oowml6 50; 55; 60 20; 30; 45
R3 GCTTACCAAAAACGCCACAA

Pfistroje a zafizeni

Flow box Gelaire HF48 (Flow Laboratories Gelaire, Australie)
Centrifuga Juan CRi3 multifunction rotor T20 max 4 100 rpm (Thermo, USA)

3.5 Polyakrylamidova elektroforéza

Pro vétsi rozliSeni PCR produktli byla pouzita nedenaturujici polyakrylamidové gelova
elektroforéza v 3,5% gelu.

Polyakrylamidovy gel byl pfipraven z 15 ml 5x TBE pufru, 15 ml smési 40%
akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19:1, 110 ul N,N,N",N’- tetramethylethylendiaminu
a doplnéné destilovanou H,O do objemu 150 ml. Pro zahajeni polymerace byl ke smési piidan
1 ml 10x peroxodisiranu amonného (APS, Promega Corporation, USA). Vzniklad smés byla
ihned nalita mezi dvé skla odd¢lena spacerem (1 mm). Do prostoru v horni ¢asti byl vlozZen
sto jamkovy hiebinek. Polymerace gelu probihala 40 min pifi pokojové teploté. Poté byl
vyndan hiebinek. Gel se skly byl pfemistén do vertikalni elektroforetické aparatury C-DASG-
400-50 (C.B.S. Stientific Company, Inc., USA) mezi dvé oddélené elektrodové komory pro
0,5% TBE pufr. Do anodového 0,5x TBE pufru byl ptidano ethidium bromid (Sigma Aldrich,
USA) o vysledné koncentraci 0,0001%. Za ucelem nasyceni gelu ethidium bromidem byl
spustén ,,prerun‘ 300 V, 1 hod. Nasledn¢ bylo do prvni jamky naneseno 100 ng standardu
molekulovych hmotnosti (Gene Ruler, Fermentas) a do dalSich jamek 5 pl nebo 10 ul PCR
produktu. Elektroforetickd separace PCR produkti probihala 30 min pii 350 V. Rozd¢lené
DNA fragmenty podle molekulové hmotnosti byly vizualizovany pomoci dokumenta¢niho

systému Genescan (SynGene, Velka Britanie).
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Chemikalie a roztoky

Polyakrylamidovy gel 3,5% (150 ml)

15 ml 5% TBE pufr

15 ml smési 40% akrylamid : N, N’- methylenbisakrylamid 19 : 1 (Bio-Rad, USA)

110 uI N, N, N, N” - tetramethylethylendiamin (TEMED, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)
1 ml 10x peroxodisiran amonny

doplnit na 150 ml destilovanou vodou

Ptistroje a zafizeni
Zdroj MS Major Science MP-500V (Major Science, USA)
Zdroj Biometra Standard Power Pack P25 (Biometra, Némecko)

UV transluminator Chemi Genius Bioimaging Systems (Trigon, CR)

Elektronickd multikandlova pipeta 30 ul MATRIX (Thermo Scientific, USA)

3.6 Stépeni PCR produktu

Primery Mag2931 a Mag974 nevykazovaly mezi rodi¢i polymorfismus v délce
fragmentu. Proto byly ptevedeny na CAPS markery, kdy PCR produkt byl §tépen konkrétni
endonukledzou sjednim SNP. Pro primer Mag2931 10000 U/ml endonukledza Ddel
C'TNAG (BioLabs, Inc., UK) a pro Mag974 10 000 U/ml endonukleaza Haelll GG'CC
(BioLabs, Inc., UK).

Pro kazdy vzorek obsahovala reakéni smés 5 ul 1x PCR pufru s 1 U konkrétniho
enzymu a 10 pl PCR produktu. Reakéni smés byla inkubovana v termostatu BT 120M
(Laboratorni piistroje Praha, CR) pii 37°C po 1,5 hod. Vysledné DNA fragmenty byly

separovany a vizualizovany jak je popsané v kapitole 3.5.

3.7  Genotypovani mapovacich populaci

Rekombinantni mapovaci populace Fs linie 88 z kiizeni introgresni linie 8/1 a Triticum
aestivum cv. Chinese Spring heterozygotni v oblasti genu QPm.tut-4A byla standardné
genotypovana pomoci PCR metody viz kapitola 3.4.

Radia¢ni hybridni panely RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D byly
genotypovany stejnou metodou, pouze navic byly pouzity interni standardy (Invitrogen, USA)
o koncentraci 1uM (Tab. 5). Interni standardy byly pouzity za Gcelem zajisténi identifikace

deleci vzniklych na chromozdémech po ozaieni v PCR produktech (viz kap. 3.4).
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4 VYSLEDKY

4.1 Rozsifovani rekombinantni mapovaci populace Chinese Spring x 8/1

Za ucelem zvyseni rozliSovaci schopnosti byla rekombinantni mapovaci populace dale
roz§ifovana pouzitim Fs linie 88 z kfizeni introgresni linie 8/1 a Triticum aestivum
cv. Chinese Spring heterozygotni v oblasti genu QPm.tut-4A. 256 jedinci Fs linie 88
heterozygotni pro oblast genu QPm.tut-4A zodpovédného za rezistenci k padli travnimu byla
genotypovana hrani¢nimi markery. Genotypovani hrani¢nimi markery v oblasti genu
QPm.tut-4A bylo provadéno pomoci polymerazové fetézové reakce (kap. 3.4) a nasledné
pomoci separa¢ni metody polyakrylamidové elektroforézy (kap. 3.5).

Na Fs linii 88 byly testovany ¢tyfi markery gwm832, gwm160, Mag2931 a Mag974
pro oblast genu QPm.tut-4A. V kazdé testovaci sadé byly pouzity pozitivni kontroly DNA
rodict pro srovnani s testovanymi vzorky a negativni kontrola. Prvnim testovanym markerem

byl kodominantni SSR marker gwm832 (Tab. 4, Obr. 18).

s TA TM CS s4AL®4aL™ K

-— e

Obr. 18: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
gwm832 testovaného na Fs linii 88 CS X 8/1

TA — citlivy rodi¢ cv. Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ cv. Chinese Spring, DNA
4AL®® — tridéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™ — t¥idény chromozom 4AL

s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, A — rodi¢ T. aestivum cv. Chinese Spring, B — rodi¢ T.

militinae, H — heterozygot

Dalsim testovanym hrani¢nim markerem byl kodominantni SSR  marker
gwm160 (Tab. 4, Obr. 19), ktery v Fs linii 88 segregoval pouze do jednoho genotypu rodice A

— T. aestivum cv. Chinese Spring.
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200 bp

Obr. 19: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
gwm160 testovaného na Fs linii 88 CS x 8/1

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum

LTM

cv. Chinese Spring, 4AL®® — tfidéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4A — tfidény

chromozom 4AL s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, A — rodi¢ T. aestivum cv. Chinese Spring

Tretim testovanym markerem byl STS marker Mag2931, ktery nevykazoval zadny
polymorfismus v délce DNA fragmentu Fs linie 88. Proto byl STS marker Mag2931 pieveden
na kodominantni CAPS marker (Tab. 4). Vzniklé PCR produkty byly Stépeny pomoci
restrikéni endonukleazy Ddel (Obr. 20).

TA TM CS a4aALS4AL™ H K

-y — e

-—— e

Obr. 20: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
Mag2931 testovaného na Fs linii 88 CS x 8/1 po §tépeni endonukledzou Ddel

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum
cv. Chinese Spring, 4AL®® — t¥idéného chromozému 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™ — tiidény
chromozom 4AL s translokaci T. militinae, H — heterozygot, K — negativni kontrola, A — rodi¢ T. aestivum

cv. Chinese Spring, B — rodi¢ T. militinae

Ctvrtym testovanym markerem byl STS marker Mag974, ktery také nevykazoval
polymorfismus v délce DNA fragmentu. Proto byl Mag974 pieveden na kodominantni CAPS
marker (Tab. 4). Vzniklé PCR produkty byly $tépeny pomoci restrikéni endonukleazy Haelll
(Obr. 21). Bohuzel marker se ukazal jako nespolehlivy a nedal se spolehlivé hodnotit na Fs
linii 88.
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Obr. 21: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
Mag974 testovaného na Fs linii 88 CS x 8/1 po Stépeni endonukledzou Haelll

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum
cv. Chinese Spring, 4AL®S — t¥idéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™ — tiidény

chromozom 4AL s translokaci T. militinae, H — heterozygot, K — negativni kontrola

Tab. 6: Pocet rekombinaci mezi markery gwm832 a Mag2931

Pocet Pocet Pocet puvodnich | Pocet piivodnich
Markery N - N -
rekombinaci linii rekombinaci linii
Gwm832 — Mag2931 17 256 2 1350

Pocet piivodni rekombinantni mapovaci linie 88 CS x 8/1 tvoteny z 1 350 rostlin byl
navysen o 256 rostlin. Mezi testovanymi markery gwm832 a Mag2931 na Fs linii 88 CS x 8/1

s 256 rostlinami bylo zjisténo 17 rekombinaci mezi markery gwm832 a Mag2931 pro oblast
genu Qpm.tut-4A (Tab. 6, Obr. 22).

—t— gwm160
—t— Mag974
—t— Mag2931

o
&3
S
=
(S)
|
|

[ QPm.tut-4A

Obr. 22: Geneticka mapa lokusu genu QPm.tut-4A pro testované markery gwm832, Mag2931
a gwm160 na Fs linii 88 CS x 8/1.

Pozice markeri gwm832,gwm160, a Mag2931 zjisténych v této praci a pozice genu QPm.tut-4A a markeru

Mag974 v piedpokladané pozici podle mapovani na piivodni mapovaci populaci (nepublikovana data).
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4.2 Konstrukce radia¢ni hybridni mapy lokusu QPm.tut-4A

Za ucelem zalozeni radia¢ni hybridni mapy lokusu QPm.tut-4A u pSenice seté byl
genotypovan radiacni hybridni panel pro 4AL chromozém. Ke genotypovéni byla pouzita
rezistentni linie DH400 odvozena z introgresni linie 8/1 nesouci pouze 4AL T. militinae
introgresi. Tato rezistentni linie DH400 byla zkiizena do nullitetrasomické linie NT4A4B
a NT4A4D. Radia¢ni hybridni panely RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D
obsahovaly vybrané citlivé a méné citlivé rostliny k padli travnimu v poctu 155 rostlin.
Radia¢ni hybridni panely byly genotypovany vybranymi markery v oblasti genu QPm.tut-4A
zodpovédného za rezistenci k padli travnimu. Genotypovani vybranymi markery v oblasti
genu QPm.tut-4A bylo provadéno pomoci polymerazové fetézové reakce s internimi
standardy (kap. 3.4, 3.7) a nasledn¢ pomoci separatni metody polyakrylamidové
elektroforézy (kap. 3.5).

Na R; DH400 x NT4A4B a R; DH400 x NT4A4D byly testovany Ctyfi vybrané
markery gwm832, gwm855, Mag2931 a Mag974 se tfemi internimi standardy Wmm21002,
Owm16 a Owm23 pro oblast genu QPm.tut-4A.

Prvnim testovanym markerem na radia¢nich hybridnich panelech RH; DH400 x
NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D byl kodominantni SSR marker gwm855 (Tab. 4)
s internim standardem wmmZ1002 (Tab. 5) o velikosti 300 bp (Obr. 23).

TATM CSsasaa™H H K 1 2

' “ ", wmm1002
300bp L e

100 bp

Obr. 23: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
gwma855 a interni standard wmm1002 testovaného na RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x
NT4A4D

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum
cv. Chinese Spring, 4AL®® — t¥idéného chromozému 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™ — tiidény
chromozom 4AL s translokaci T. militinae, H — heterozygot, K — negativni kontrola, 1 a 2 vzorky separované
DNA z RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D
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Dal§im testovanym markerem na radia¢nich hybridnich panelech RH; DH400 x
NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D byl kodominantni SSR marker gwm832 (Tab. 4) nejprve
s internim standardem Owml16 (Tab. 5) o velikosti 400 bp, ktery se ale neamplifikoval
pii PCR reakci. Proto byl pouzit interni standard Owm23 (Tab. 5) o velikosti 300 bp
(Obr. 24).

TATM CSsasaa™mK H H 1 2

Owm23

300bp [ o Lo henbinban il o bond ok d
200 bp

100 bp

Obr. 24: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
gwm832 a interni standard Owm23 testovaného na RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x
NT4A4D

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum

LTM

cv. Chinese Spring, 4AL®S — t¥idéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4A — tfidény

chromozom 4AL s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, H — heterozygot, 1 a 2 vzorky separované

DNA z RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D

Tietim a ctvrtym testovanym markerem na radia¢nich hybridnich panelech RHj
DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D byly kodominantni STS markery Mag2931
aMag974 (Tab. 4). Nejprve byly testovany markery Mag2931 a Mag974 s internim
standardem Owml6 (Tab. 5, Obr. 25). Interni standard Owm16 o velikosti 400 bp nebyl
vhodny pro testovani s markery Mag2931 a Mag974 na radiacnich hybridnich panelech.
Protoze naamplifikované DNA fragmenty vzorkli bez vykazujiciho polymorfismu mély
velikost 400 bp, tudiz u obou markerd Mag2931 a Mag974 se ¢astetné DNA fragmenty
prekryvaly s internim standardem Owm16 o velikosti 400 bp. Pro testovani Mag markert byl
poté pouzit interni standard Owm23 (Tab. 5) o velikosti 300 bp (Obr. 26, Obr. 27).
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Obr. 25: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
Mag2931 a interni standard Owm16 testovaného na RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 %
NT4A4D

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum

LTM

cv. Chinese Spring, 4AL®® — tfidéného chromozému 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™ — tfidény

chromozom 4AL s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, H — heterozygot

TA TM CS saL®sa™ K H H 1

400 bp o~ “” e L o L i

Owm23

- [ ]
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Obr. 26: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
Mag2931 a interni standard Owm23 testovaného na RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 %
NT4A4D

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum

cv. Chinese Spring, 4AL®® — t¥idéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4AL™

— tfidény
chromozom 4AL s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, H — heterozygot, 1 a 2 vzorky separované

DNA z RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D
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Obr. 27: Elektroforetogram 3,5% polyakrylamidového gelu pro kodominantni marker
Mag974 a interni standard Owm23 testovaného na RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x
NT4A4D

TA — citlivy rodi¢ T. aestivum Téhti, TM — rezistentni rodi¢ T. militinae, CS — citlivy rodi¢ T. aestivum

LTM

cv. Chinese Spring, 4AL®S — t¥idéného chromozomu 4AL pro T. aestivum cv. Chinese Spring, 4A — tfidény

chromozom 4AL s translokaci T. militinae, K — negativni kontrola, H — heterozygot, 1 a 2 vzorky separované

DNA z RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D

Tab. 7: Vycet zlomi mezi markery gwm832, gwm855, Mag2931 a Mag974 pro RH; DH400
x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D na 155 rostlin

Marker-marker Pocet zZlomi Pocet zlomii Pocet zlomu R
NT4A4B NT4A4D celkem

Gwm855-Mag974 1 1 2 1,3

Mag974-Mag2931 6 3 9 5,8

Mag2931-gwm832 4 1 5 3,2

Mezi testovanym marker gwm855 a Mag974 byly zjistény 2 zlomy, mezi Mag974
a Mag2931 bylo zjisténo 9 zloml a mezi Mag2931 a gwm832 bylo zjisténo 5 zlomi celkem
na 155 rostlinach. Radiaéni hybridni panely RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x
NT4A4D priispély k rozliSeni mezi markery gwm855 a Mag974 1,3 cR, mezi markery
Mag974 a Mag2931 5,8 cR a mezi Mag2931 a gwm832 3,2 cR na radia¢ni hybridni mapé
4AL chromozoému pro oblast genu QPm.tut-4A (Tab. 7, Obr. 28).
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Obr. 28: Srovnani genetické a radia¢ni mapy pro 4AL chromozém mezi markery gwm855,
Mag974, Mag2931 a gwm832 v lokusu QPm.tut-4A zodpovédného za rezistenci k padli

travnimu

Na genetické mapé 4AL chromozomu byly u plivodni rekombinantni mapovaci populace 3 rekombinace
mezi markery gwm855 a Mag974 se vzdalenosti 0,12 ¢cM, 7 rekombinaci mezi markery Mag974 a Mag2931
se vzdalenosti 0,25 ¢cM a 1 rekombinace mezi markery Mag2931 a gwm832 se vzdalenosti 0,10 cM
(nepublikovana data). V této predloZzené praci byla konstruovana radia¢ni mapa 4AL chromozdému na radiacnich
hybridnich panelech RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D. Mezi markery gwm855 a Mag974 byly
zjistény 2 delece se vzdalenosti 1,3 cR, mezi markery Mag974 a Mag2931 9 deleci se vzdalenosti 5,8 cR
a mezi markery Mag2931 a gwm832 5 deleci se vzdalenosti 3,2 cR. RozliSovaci schopnost radia¢ni mapovaci

populace je ptiblizné desetkrat vétsi oproti rekombinantni mapovaci populaci v lokusu QPm.tut-4A.
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5 DISKUZE

5.1 Rozsifovani rekombinantni mapovaci populace Chinese Spring x 8/1

Gen QPm.tut-4A zodpovédny za rezistenci k padli travnimu Blumeria graminis DC. f
sp. tritici pro kli¢ici a dospélé rostliny byl zamapovan v distalni ¢asti dlouhého ramene
chromozomu 4A mezi hrani¢ni markery wmc232 a gwm160 (Jakobson a kol., 2006).

V této praci byl pouzit hrani¢ni marker gwm160 na Fs linii 88 mapovaci populace
z kiizeni cv. Chinese Spring x 8/1 k ové&feni identity pouzité linie, ktera v tomto markeru
nesegregovala a méla genotyp rodice A - cv. Chinese Spring. Déle byly testovany dva dalsi
markery gwm832 a Mag2931 z blizkosti genu QPm.tut-4A. Oba testované markery gwm832
a Mag2931 segregovaly do tii genotypu: A - T. aestivum cv. Chinese Spring, B - T. militinae
a H - heterozygot. VSechny tfi markery gwm160, gwm832 a Mag2931 byly testovany na 256
rostlinach Fs linie 88 CS x 8/1 rozsifujici pivodni rekombinantni mapovaci populaci
mezi markery gwm832 a Mag2931 linie 88 CS x 8/1 s 1 350 rostlinami. Pivodni pocet linii
mapovaci populace byl navySen o 19 % rostlinami Fs linie 88 CS x 8/1. Mezi markery
gwm832 a Mag2931 bylo zjisténo 17 potencionalnich rekombinantnich jedinct z 256 rostlin.
Z porovnani s jednim rekombinantem na 1 350 rostlin piivodni linie 88 CS x 8/1 vyplynulo ,
7ze bude potteba téchto 17 rekombinanti ovétit v dalsi praci, zda jsou skutecné
rekombinantni. U tietiho testovaného hrani¢niho kodominantniho markeru Mag974
v blizkosti genu QPm.tut-4A byl pozorovan nereprodukovatelny vyskyt amplikonti S posunem
vsegregaci krodi¢i A. Tato pozorovani naznaCuji vyskyt duplicitni alely,
anebo nedostatecnou specificitu pouzitého paru primert. Proto byl tento marker z testovani

vyloucen a bude podroben dalsi optimalizaci.

5.2 Konstrukce radia¢ni hybridni mapy lokusu QPm.tut-4A

Radia¢ni hybridni mapovani usnadiiuje genetické mapovani diky ndhodné vzniklym
zlomlim na chromozému po vystaveni y-zafeni. Na rozdil od genetického mapovani neni RH
mapovani zavislé na meiotickém crossing overu, ktery je v§ak nahrazen ndhodné vzniklymi
zlomy v chromozému. Testované markery na radiacnim panelu nemusi vykazovat
polymorfismus, protoze jsou testovany pouze na presenci ¢i absenci. Pro spolehlivé urceni
absence je nutné do testovani zatadit interni standard. Ke genotypovani formou pfitomnosti
a chybéni zlomi postaci maly pocet testovanych delecnich linii. Radia¢ni hybridni mapa je

mutaci genetické mapy, kterd pfispivd k pozadovanému rozliSeni mezi markery
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kolem studovaného genu QPm.tut-4A. Diky frekvenci zlomt ve fragmentech DNA lze
nasledné urcit poradi molekularnich markera.

V této praci byla konstruovana radiacni hybridni mapa lokusu QPm.tut-4A na 155 RH
liniich a bylo dosazeno pfiblizné stejného rozliseni jako s 10 x v¢tsi rekombinantni mapovaci
populaci. Ke konstrukci RH mapy byly vyuzity rostliny ze semen rezistentni linie DH400
odvozena z introgresni linie 8/1 nesouci pouze 4AL T. militinae introgresi ozafena doézou
25 krad y-zafenim a kiizena do nullitetrasomické linie NT4A4B a NT4A4D. Z radia¢nich
hybridnich paneld RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x NT4A4D bylo ndhodné vybrano
75 rostlin z kiizeni s NT4A4D a 80 rostlin z kiizeni s NT4A4B. Mezi 4 testovanymi markery
bylo zjisténo 16 chromozémovych zlomu.

Pro srovnani Hossain a kol., 2004c studovali gen scs®, ktery je zodpovédny
za kompatibilitu jadra s cytoplasmou u pSenice na radiaénim panelu RH; (lo) 1AL.1Dscs*
pro chromozém 1D s 87 jedinci. Hossain a kol., 2004¢ testovali 39 molekuldrnich markert,
mezi kterymi zjistili 88 radiaéné vyvolanych zloma 35 krad y-zatenim. Dosahli 10x vétsi
rozliSeni nez predeslé studie zabyvajici se timto scs®® genem. Kalavacharla akol., 2006
doséhli az 27x vyssiho rozliSeni pii mapovani na chromozému 1D u tetraploidni pSenice T.
turgidum L. Kavalacharla a kol., 2006 pouzili radia¢ni panel DWRH-1D (viz kap. 2.3.4) s 87
liniemi. Kalavacharla a kol., 2006 testovali 378 molekularnich markeru a detekovali 2 312
chromozémovych zloml vyvolanych 35 krad y-zafenim. Toto zjisténi je potvrzenim velkého
potencialu v pouziti radiaénich hybridnich map k mapovani s vysokou hustotou a rozlisenim.

Pro konstrukci radia¢ni hybridni mapy 4AL chromozému byly vybrany markery
gwm832, gwm855, Mag2931 a Mag974, které byly nejdiive optimalizovany S internimi
standardy Owm16, wmm1002 a Owm23. Testovani markerd s internimi standardy bylo
problematické. DosSlo ke zjisténi, Ze interni standard Owml6 nebyl vhodny pro Zadny
Z testovanych marker z divodu nedostecné amplifikace pfi PCR reakci nebo prekryvani
separovanych fragmenttit DNA v polyakrylamidovém gelu. Pfi¢inou nedostate¢né amplifikace
muZe byt nevhodné zvolena teplota nasednuti primertt nebo doba polymerace. Druhy interni
standard wmm1002 se amplifikoval jen v pfitomnosti markeru gwm855. Nejvhodné&jsSim
internim standardem pro markery gwm832, Mag2931 a Mag974 byl interni standard Owm23
o velikosti 300 bp, kteryale nebyl vhodny pro marker gwm855. Jiz vyse zminéna
nedostate¢na specifita primert markeru Mag974 (kap. 5.1) neovlivnila genotypovani, protoze
nebyl zapotiebi polymorfismus alel. Rozlieni mezi testovanymi markery kolem studovaného
genu QPm.tut-4A bylo spocitano podle Cox a kol. (1990). Frekvence zlomu byla ptijatelna
na dele¢nich liniich radia¢nich hybridnich paneld RH; DH400 x NT4A4B a RH; DH400 x
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NT4A4D. Protoze radia¢ni hybridni mapa chromozomu 4AL v oblasti genu QPm.tut-4A je
Vv pocatcich, bude potifeba zahustit radia¢ni hybridni mapu 4AL chromozému dal§imi
markery, které ptispéji k vétSimu rozliSeni a naslednému usnadnéni klonovani genu QPm.tut-

4A zodpovédného za rezistenci k padli travnimu u pSenice seté.
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6 ZAVER

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo sepsat literarni reSersi na téma genetické
aradia¢ni hybridni mapovani u pSenice. Teoretickd Cast se zabyva nejCastéji vyuzivanymi
DNA markery, pfipravou mapovacich populaci a principem jak genetického, tak i radia¢niho
hybridniho mapovani. Cilem praktické casti bakalatské prace bylo rozsifeni rekombinantni
mapovaci populace a konstrukce radia¢ni hybridni mapy lokusu QPm.tut-4A zodpovédného
za rezistenci K padli travnimu u pSenice seté.

Pivodni rekombinantni mapovaci populace linie 88 CS x 8/1 s 1 350 rostlinami byla
roz$ifena o 256 rostlin pouzitim rekombinantni Fs linie 88 z mapovaci populace CS x 8/1.
Té&chto 256 rostlin bylo genotypovano pomoci dvou SSR (gwm832, gwm160) a jednoho STS
markeru (Mag2931) ohranicujicich gen QPm.tut-4A. Genotypovani markerem gwm160 byla
ovéfena identita pouzité linie. Mezi testovanymi markery gwm832 a Mag2931 bylo
vyselektovano 17 rekombinantnich jedinct, které bude potfeba ovéfit v navazujici praci
za ucelem nasledné dalsiho rozsifeni rekombinantni mapovaci populace

Pro zvySeni rozliSovaci schopnosti mapovaci populace v QPm.tut-4A lokusu byla
konstruovana radia¢ni hybridni mapa. Pro konstrukci radiaéni mapy bylo vybrano 75 RH;
DH400 x NT4A4D linii a 80 linii RH; DH400 x NT4A4B. Tyto vybrané rostliny byly
genotypovany pomoci markerd gwm832, gwm855, Mag2931 a Mag974 se dvéma internimi
standardy wmm1002 a Owm23. Na radia¢nich hybridnich panelech RH; DH400 x NT4A4B
a RH; DH400 x NT4A4D byl zjistén piiblizné stejny pocet chromozomalnich piestaveb jako
u 10 krat vétsi rekombinantni mapovaci populace. Radia¢ni hybridni mapa lokusu QPm.tut-
4A 4AL chromozému je teprve v pocatcich. Za ucelem usnadnéni genetického mapovani
v oblasti genu QPm.tut-4A bude potieba v navazujici praci zahustit radiacni mapu 4AL

chromozomu dal§imi markery a pfidat vétsi pocet linii pro zvétSeni rozliSeni.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

4AL dlouhé rameno pseni¢ného chromozému 4 z genomu A

8/1 hybridni rezistentni linie z kiizeni Triticum aestivum kultivaru Tahti a Triticum militinae

8/1 x CS mapovaci populace z kiizeni hybridni rezistentni linie 8/1 a Triticum aestivum cv. Chinese
Spring

A rodi¢ T. aestivum cv. Chinese Spring

Ae. Aegilops

AFLP polymorfismus amplifikované délky fragmentu (Amplified Fragment Length Polymorphism)

APS peroxodisiranu amonny

B rodi¢ T. militinae

BAC umély bakterialni chromozém (Bacterial Artificial Chromosome)

BC populace zpétnych kiizenct (Backcross Population)

BEP podceledi (Bambusoideae, Ehrhartoideae a Pooideae)

bp pocet part bazi (base pairs)

CAPS $té€pené amplifikované polymorfni sekvence (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

cDNA komplementarni DNA (complementary DNA)

cM centimorgan, jednotka genetické vzdalenosti na genetické mapé

cR centiray, jednotka genetické vzdalenosti na radia¢ni mapé

CS Triticum aestivum cv. Chinese Spring

cv. kultivar

D aditivni vzdalenost zlomu

Ddel restrikéni endonukledza z bakterie Desulfovibrio desulfuricans

DGRH D-genome Radiation Hybrid panel of wheat

DH dihaploidni linie (Dihaploid line)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTP deoxyribonukleotidovy trifosfat (deoxyribonucleotide triphosphate)

DWRH-1D Durum Wheat Radiation Hybrid panel of chromosome 1D

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

EST usek exprimované sekvence, odvozeny od mRNA (Expressed Sequence Tags)

EST-SSR mikrosatelity odvozené od EST sekvence (Expressed Sequence Tag-derived SSR)

EtBr ethidium bromide

F primer forvard

f. sp. forma specialis

Fy prvni filidlni generace

F, druha filialni generace

Fo3 mapovaci populace linii druhé a tieti filidlni generace

Fs pata filialni generace

FAOSTAT Food and Agriculture Organization of the United Nations

Gbp giga baze (giga base)
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heterozygotni genotyp

Haelll restrikéni endonukledza z bakterie Haemophilus aegyptius

HNEJ non-homologus end-joining

HR homology dircted repair

IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism)

IRWI International Research Initiative for Wheat Improvement

ISSR vnitini jednoduché opakujici se sekvence (Inter Simple Sequence Repeat)

K negativni kontrola

kb kilo baze (kilo base)

KCI chlorid draselny (potassium chloride)

krad jednotka y-zafeni

LDN16 Langdon durum line of wheat

Lrl, Lr10, Lr21, Lr26 geny rezistence ke rzi pSeni¢né

MAS selekce zprostfedkovana markerem (Marker Assisted Selection)

Mb mega baze (mega base)

MgCl, chlorid hote¢naty (magnesium chloride)

n haploidni pocet chromozomut

NaCl chlorid sodny (sodium chloride)

NCBI National Center for Biotechnology Information

NIL téméf izogenni linie (Nearly Isogenic Line)

NT nullitetrasomicka linie

P parentalni generace

PAA polyakrylamid

PCR polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Phl gen kontrolujici homeologni parovani chromozému u pSenice

Pm3 gen rezistence k padli travnimu u p$enice

Ppd-D1 gen majici vliv na fotoperiodu

Q gen pSenice ovlivilyjici uvolfiovani zrn z klast

QPm.tut-4A gen zodpovédny za rezistenci k padli travnimu na 4A chromozému pSenice

QTL lokus kvantitativniho znaku (Quantitative Trait Locus)

R primer reverse

RAPD nahodna amplifikace polymorfni DNA (Random Amplification Polymorphic DNA)

REMAP Polymorfizmus merzi sekvenci retrotrtansposonu a SSR (Retrotransposon Microsatellite
Amplified Polymorphism)

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmentt (Restriction Fragment Length Polymorphism)

RH radiacni hybridni

RHPW Radiation Hybrid Panel of Wheat

Rhtl gen redukujici vy$ku pSenice

RIL rekombinantni inbredni linie (Recombinant Inbred Line)

RNA ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)
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SCAR
scs®
SNP
SRAP

ssp.

SSR

STS

TA

Taq

TBE
TEMED
Thris-HCI
™

uv

VRN

(Sequence Characterized Amplified Region)

gen zodpoveédny za kompatibilitu jadra s cytoplazmou u pSenice
jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymorphism)
(Sequence-related Amplified Polymorphism)

subspecies

mikrosatelit (Simple Sequence Repeat)

kratka jedine¢na sekvence (Sequence Tagged Site)

Triticum aestivum Téhti

Thermus aquaticus

Thris/Borate/EDTA pufr
N,N,N’",N’-tetra-methyl-ethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid

Triticum militinae

ultrafialové zafeni

geny psenice odpoveédné za vernalizaci

rekombinac¢ni frekvence nebo frekvence zlomu
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