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Souhrn

vvvvvv

lidstva. V poslednich letech jeji spotieba pievysuje produkci a tak je nutné péstovat
vynosngj$i  kultivary. PSenice setd ma relativné velky allohexaploidni genom,
cozznideld nejkomplexnéjsi kulturni plodinu. Vyuziti diploidnich pfedka
pro mapovani a studium genomu je jednou z hlavnich cest efektivniho studia genomu
pSenice a identifikaci agronomicky dulezitych genti. Pro ucely mapovani a studium
vynosovych prvkd byla zkonstruovana genetickd mapa z mapovaci populace
rekombinatnich inbrednich linii (RILs) odvozenych z kiiZeni Triticum monococcum ssp.
monococcum x Triticum monococcum ssp. aegilopoides. Mapa ma celkovou délku
829 cM s 628 zamapovanymi STS, IRAP, DArT markery pokryvajicich vSech sedm
chromozomu. Coz ji fadi mezi nejhustéjsi genetické mapy psSenice. Mapa byla pouzita
k identifikaci QTL lokust pro celkem sedm znakd, tfi znaky pro vynos, téi agronomicky
vyznamné znaky a jeden morfologicky znak, ve kterych se rodi¢e vyznamné odliSovali.
Znaky pro QTL analyzu byly sledovany jeden rok na dvou lokalitich ve dvou

opakovanich. Bylo identifikovano celkem 14 QTL lokust na Sesti chromozomech.



Summary

Wheat is one of the most important crops involved in human nutrition. In recent
years, its consumption exceeds production, so it is necessary to breed cultivars with
higher yield. Bread wheat is allohexaploid species and has a relatively large genome,
which makes it one of the most komplex crops. Use of diploid ancestors for genome
mapping and studies is one of the main ways of effective study of the genome of wheat
and the identification of agronomically important genes. At present time the most
densest genetic map of the wheat A genome was constructed to study genetics of yield
components. The map was constructed using 628 STS, IRAP, DART markers and
82 SSD Fg lines derived from the cross of Triticum monococcum Ssp monococcum X
Triticum monococcum ssp aegilopoides. Total length of the map was 829 cM and
linkage groups without gap were identified for all 7 chromosomes. Preliminary QTL
analysis for seven yield and morphological traits on this mapping population yielded
14 QTLs on all chromosomes except chromosome 6. The constructed genetic map will
be used to precise map yield components and other traits on this mapping population

and test their usage in wheat breeding programs.
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1 Teoreticky avod

vvvvvv

pro 35 % obyvatel Zemé a 20 % veskeré kalorické vyzivy lidstva. PSenice je péstovana
v Sirokém rozmezi prosttedi, hlavné mirného pésu, a jeji dilezitost se mize srovnavat
asi jen sryzi. Rychle rostouci lidska populace ma stale vétsi naroky na produkci
potravin a tedy i na pSenici. V poslednich letech spotifeba pSenice pievySuje jeji
produkci a zéasoby rychle klesaji. ProtoZze osevni plochy neni mozné zvétSovat

do nekonec¢na, feSenim je péstovani vynosnéjsich a odolnéjsich kultivaru.

Pravidelné zvySovani vynosu pSenice je hlavni vyzvou soucasnych
Slechtitelskych programti. AvsSak S$lechténi narazi na problémy spojené s velkou
komplexitou genomu psenice (17 Gb) a nedostatkem polymorfnich markerd

s dostate¢nou vazbou na sledovany znak.

PSenice seta Triticum aestivum L. je allohexaploidni druh (2n= 42, AABBDD),
ktery vznikl hybridizaci tetraploidniho T. turgidum L. s Aegilops tauschii Coss. pied asi
10 tis. lety. T. turgidum L. vzniklo hybridizaci T. urartu Thum. ex Gandil. s vyhynulym

predkem piibuznym s Ae. speltoides Tausch. (Schéma 1).

Jednim z hlavnich postupii zjednoduseni mapovéani a identifikace markeri
s maximalni vazbou na sledovany znak je pouziti diploidnich nebo tetraploidnich
predkd psenice nebo jejich blizkych ptibuznych a nasledna aplikace na genom
hexaploidni pSenice. Dobrymi piiklady takovéhoto postupu jsou projekty pozicniho
klonovani genii ovliviiyjicich kveteni, rezistence k nemocem nebo kvalitu pSenice
(Feuillet et al., 2003; Huang et al., 2003; Yahiaoui et al., 2004; Yan et al., 2003, 2004,
2006; Uauy et al., 2006; Kuraparthy et al., 2008; He et al., 2009). V téchto projektech

se nejéastéji vyuziva diploidni pSenice Triticum monococcum L.

1.1 Genom psenic

Jak jiz bylo zminéno hexaploidni pSenice T. aestivum L. ma tii genomy, A, B
aD. Za zdroj genomu A (hexaploidni i tetraploidni pSenice T. turgidum L.)
je povazovana diploidni pSenice T.urartu Thum. ex Gandil. (AA) blizka ptibuzna

T.monococcum L. (A™A™). Pravé T.monococcum L. bylo na zékladé prvnich



cytogenetickych studii povazovano za donora genomu A (Sax, 1922). Ukazalo se,
ze V téchto studiich oznaceni ,,Einkorn“ neplati jen pro T.monococcum L.,
ale i pro T. urartu Thum. ex Gandil. Proto bylo nutné vysledky pifezkoumat. Nasledujici
experimenty poukazaly, ze donorem genomu A, hexaploidni i tetraploidni pSenice,
je opravdu T. urartu Thum. ex Gandil. T. monococcum L. je donorem genomu A™
jenupsenice T. zhukovskyi (AAA™A"™GG), (Schéma 1), (Dvoiak et al., 1988;
Dvorak et al., 1993; Gonzalez et al., 1993).

000 @®

Ae. speltozdes T. urartu Ae. speltozdes T. monococcum
subsp.
Plasmon I Plasmon II aegilopoides
AmAmM
T4A-5A-7B @ @ T6A-1GG /
T. turgidum T. timopheevii
AABB Afatca
Ae. tauschii T. monococcum
DD AMmAm
T. aestivum T. zhukovskyi
AABBDD AtatamAama

Schéma 1: Evoluce genomu pSenic

Na prvnim fadku jsou znazornény genomy diploidnich pfedkl pSenic, na druhém fadku tetraploidnich
pSenic, na poslednim fadku hexaploidni pSenice. Modra barva — genom B, bila — genom A, svétle modra
— genom G, fialova — genom A", zelend - genom D. Barevné kruhy ptedstavuji riizné plasmony (pievzato
z http://lwww.k-state.edu/wgrc/Extras/evolve.html).



1.2 T. monococcum L., nastroj pro Slechténi hexaploidni psenice

T. monococcum L. je atraktivnim diploidnim modelem pro funkéni genomiku
pSenice hlavné diky tomu, ze je diploidni a blizky pfibuzny T. urartu Thum. ex Gandil.
donoru genomu A hexaploidni pSenice. Ma relativné hustou genetickou mapu
(Dubcovsky et al., 1996) a zachovalo si velkou genetickou diverzitu, jelikoz zahrnuje
kulturni i plané odridy a nebylo intenzivné Slechténo. Geny mapované a klonované
s pomoci T. monococcum L. byly Gspésné€ vyuzity k identifikaci homolognich geni u T.

aestivum L.

Prvnimi takovymi geny byly VRN-1 a VRN-2. Tyto geny kontroluji nutnost
jarovizace a rozdéluji pSenici na ozimou a jarni. Ozima pSenice potiebuje jarovizaci
(vystaveni chladu), aby ,,pfepnula“ svij vyvoj z vegetativni faze na reproduk¢ni fazi.
synchronizovat vyvoj rostliny sro¢nim obdobim a zménami pocasi (Yan, 2009;

Dubcovsky et al., 1998 Kosova et al., 2008).

Gen VRN-1 byl prvnim objevenym genem jarovizace. Je dominantni pro jarni
hexaploidni psenice. Ortologni gen VRN-A™1 byl zamapovan na T. monococcum L.
(Dubcovsky et al., 1998) a nasledné byl Gspésné pozi¢né klonovan (Yan et al., 2003).

VRN-1 je hlavni gen jarovizace. U hexaploidni pSenice se nachazeji tfi geny
VRN-1. Vrn-Al (pivodné oznacovan jako Vrnl) se naléza na dlouhém raménku
5A chromozomu. Vrn-Al je ortologem genu Vrn-D1 (pGvodné Vrn3), ktery
je lokalizovan na dlouhém raménku 5D chromozomu a Vrn-Bl (pivodné Vrn4 a Vrn2)
na chromozomu 5B. Bylo zjisténo, Ze tyto geny 5. skupiny jsou navzajem
homeoalelické (Dubcovsky et al., 1998; Yan, 2009).

Druhy gen jarovizace byl nalezen u T. monococcum L. a oznacuje se jako
VRN-A"2. Nachazi se v distalni oblasti chromozomu S5A"™L vV segmentu, ktery
byl translokovan z chromozomu 4A™. Tento gen se nachéazi v oblasti, ktera je ortologni
s lokusem VRN-H2 na chromozomu 4 u je¢mene. Tento gen nebyl nikdy u hexaploidni
pSenice mapovan, avSak jeho exprese byla v T. aestivum L. potvrzena. Pravdépodobnou
pfic¢inou, pro¢ nebyl VRN-2 u hexaploidni pSenice mapovan, je ptitomnost tii funkénich
homolognich alel v hexaploidni pSenici a jejich dominantni charakter (Yan, 2009;

Kosova et al., 2008).
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DalSimi geny, které byly identifikovany nebo klonovany z T. monococcum L.
a uspésné aplikovany na hexaploidni psenici, byli lokus domestikace Q (Faris et al.,
2003) a gen EPSA™1 ovliviiujici kveteni a pocet obilek na klas (Valarik, osobni sdé&lent).
Dale byla tspé$né vyuzita BAC knihovna T. monococcum L. k identifikaci ortolognich
genu rezistence proti rzi listové (Lr10) a naslednému pozi¢nimu klonovani genu piimo

z hexaploidni psenice (Feullet et al., 2003).

1.2.1 Puvod a charakteristika T. monococcum L.

PSenice jednozrnka (T. monococcum L.) je diploidni pluchatd pSenice
(2n = 2x = 14) srelativné uniformnim a charakteristicky kiehkym klasem, obilkou
a semenem. Klas je dvoufady osinaty s lamavym vietenem. VétSina kultivart produkuje
jedno semeno na obilku, odtud jeji jméno ,,Einkorn® (jednozrnka), ale existuji

I kultivary s dvéma zrny na obilku a nelamavym vietenem (Obr. 1), (Hopf et al., 2000).

Obr. 1: Klasy T. monococcum L.
Pievzato z: http://fotobank.ru/image/SF17-6300.html

T. monococcum L. je tzce svazan se skupinou divokych a plevelnych forem
psSenice tradicné oznaCovanych jako divoka jednozrnka nebo T. boeoticum Boiss.
roz§itenych po celém blizkém vychod€ a pftilehlych teritoriich. Divokd a kulturni
jednozrnka jsou morfologicky stejné. Ob¢€ jsou diploidni a obsahuji identické
chromozomy. Hybridi mezi divokym boeoticum a kulturnim monococcum jsou plné

fertilni a chromozomové parovani v meiose je normalni. Hlavnim rozliSujicim znakem
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mezi divokou jednozrnkou a kulturni jednozrnkou je zplisob rozptylu semen. Divoka
jednozrnka ma kiehké klasy a jednotlivé obilky se pfi zralosti oddé€luji a rozptyluji
semena do okoli rostliny. U kulturni jednozrnky tento znak, dulezity pro preziti
v ptirod¢, dale neexistuje. Zralé klasy zlstavaji intaktni a rozdéluji se na jednotlivé
obilky jen plisobenim tlaku. Pfeziti kulturni jednozrnky je plné€ zavislé na ¢loveku. Dalsi
znak indikujici domestikaci je tvar zrna. Zrno kulturni formy je Sir$i nez zrno divoké

formy (Hopf et al., 2000).

Protoze jsou si divokd jednozrnka a kulturni jednozrnka morfologicky
I geneticky velmi blizké a naopak velmi rozdilné od dal$ich druhii skupiny Triticum,
vétsina studii dnes zatazuje boeoticum a dalsi divoké druhy jednozrnky (T. aegilopoides
(Link) Bal., T. thaoudar Reuter.) jako poddruh T. monococcum L., a to hlavné protoze
se jednd o divoké predky dnes kulturni jednozrnky (T. monococcum ssp.

monococcum L.), (Hopf et al., 2000).

1.2.2 Rozsireni T. monococcum L.

Divoka jednozrnka je Siroce rozsifend Vv zédpadni Asii a pronikla také na jizni
Balkan. Jeji distribu¢ni centrum lezi na Blizkém Vychod¢, a to severni Syrie, jizni
Turecko, severni Irak a Iran, a také ¢asti zapadni Anatdlie (Obr. 2). V téchto oblastech
je jednozrnka soucasti stepnich biotopl. Divoka jednozrnka na takovychto primarnich
lokalitach roste jako plevel a kolonizuje sekundarni lokality jako konce poli a okraje
silnic. Nékdy vnika i na pole kulturnich obilovin. PSenice boeoticum je distribuovana
skrz vSechny ekologické a klimatické oblasti. Je adaptovana na zakladni substraty jako
vapenaty jilovec, jil a vadpenec. Dafi se ji na suchych upatich severni Evropy stejné jako
v mirn¢ chladné vyvySené ploSin€ centralni a vychodni Anatdlie S jejimi letnimi desti

(Hopf et al., 2000).
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Obr. 2: Rozsiteni jednozrnky v Neolitu na Blizkém Vychodg¢.
Kftizek — misto predpokladané prvni domestikace jednozrnky (pfevzato z Lev-Yadun et al., 2000)

Muizeme rozeznat nckolik ekogeografickych a morfologickych typli mezi
divokymi jednozrnkami. Na severni a severozapadni ¢asti uzemi jejiho rozsifeni rostou
rostliny s malymi, jedno-osinatymi, jedno-semennymi obilkami. Jsou ¢asto ozna¢ovany
jako T. aegilopoides (Link) Bal. V jizni suché a slune¢né oblasti rostlou vice robustn&jsi
rostliny s dvéma semeny a dvéma osinami na obilku ¢asto patfici k T. thaoudar Reuter.
Ale v centralni Anatolii, Transylvanii a Irdku jsou formy néco mezi ob&éma.
Ve skute¢nosti mnoho anatolskych populaci vykazuji vysokou variabilitu v morfologii

obilky (Hopf et al., 2000).

1.2.3 Historie péstovani T. monococcum L.

Zrna jednozrnky byla pravdépodobné sbirdna jesté pred zkulturnénim této
pSenice. Na naleziStich v severni Syrii byla objevena v pied-zemédélské vrstvé
(9. a 8. milénium pied Kristem) spalena uzka zrna dokonale totozna se semeny dnesnich

divokych forem jednozrnky (Hopf et al., 2000).

V neolitu se jednozrnka stala hlavni plodinou pé&stovanou na Blizkém vychodg.
Objevuje se spolecné s T. dicoccoides Korn. (,emmer wheat“) a jeCmenem,
ale preferuje hlavné oblasti s chladngj$§im klimatem. Ma maly vyskyt v teplejSich
oblastech a vlibec nebyla péstovana na mistech jako Egypt a jizni Mezopotamie. Byla
péstovana iV dobé bronzové a dobé zelezné, pak ale byla stejné jako T. dicoccoides

Korn. nahrazena nahou psenici (free-threshing) s vétsim vynosem (Hopf et al., 2000).
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1.3 Lokusy s kvantitativnim znakem, QTL

Vétsina fenotypovych znakl jak u zivocicht, tak u rostlin je podminénd vice,
nez jednim genem. Tyto geny nejCastéji piispivaji k danému znaku rliznym zplisobem
a Vv razné mire. Naptiklad u obilovin jsou vice geny ovliviiovany znaky jako vyska
rostliny, vynos a jeho slozky, kvalita semene a mouky a ruzné formy rezistence. Znaky,
kter¢ se vyznacuji méfitelnosti (mizeme je kvantifikovat) oznacujeme jako

kvantitativni.

Kvantitativni znaky, podminéné vice nez jednim genem, maji ¢asto kontinudlni
proménlivost (variabilitu) v populaci a pifi tom distribuce jedinct v populaci s ruzné
intenzivnim fenotypovym projevem odpovidd normdlnimu rozlozeni cetnosti
na Gaussové kiivce (Obr. 3). To znamena, ze jeden fenotyp nepozorované piechazi
v dal$i. Neni zde zadna diskontinuita v distribuci Cetnosti jako bychom ocekavali
umajorgenu (1 : 2 : 1 $tépny pomér genotypu afenotypu v F, generaci). Proto
mapovani pomoci klasickych postupli jak je odvodil J. G. Mendel neni mozné. Velky
boom ve vyvoji molekularni biologie, molekularnich markert a G¢innych statistickych
metod umoznil mapovat i lokusy pfispivajici ke kvantitativnimu znaku (Kearsey, 1998;
Collard et al., 2005). Takovéto lokusy, které ovliviiuji kvantitativni znak, jsou
oznatovany jako QTL (Quantitative Trait Loci, lokusy s kvantitativnim znakem),

(Gelderman, 1975). QTL lokus mtze byt jeden gen nebo klastr gend ve vazbé.

Absolute Frequency

T T T T T T T T T
14 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0

Grain_protein

Obr. 3: Gaussova kiivka normalniho rozloZeni ¢etnosti
Pro znak obsah dusiku v suSiné semene
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Od 80. let, kdy byl zaznamenan pokrok v mapovani QTL, bylo publikovano
mnoho védeckych praci. VétsSina se zamétila na ¢lovéka a kvantitativné podminéné
nemoci (pro vice informaci viz review Mackay et al., 2009). Dulezité byly ovSem
| prace na rostlinach a to pfedev§im na obilovinach kvuli jejich dtlezitosti ve vyziveé
¢lovéka. U obilovin bylo mapovdno mnoho agronomicky vyznamnych znakt jako
vynos, rezistence ke Skiidcim a kvalita semene (pro vice informaci viz review Asins,
2002), nékteré z téchto genu byly i pozi¢né klonovany (pro vice informaci viz review

Price, 2006).

1.3.1 Mapovani QTL lokust

Hlavnimi cily mapovani QTL lokust jsou identifikovat oblast genomu, ktera
zpusobuje dany znak a analyzovat efekt tohoto QTL lokusu na znak. Abychom byli
schopni zamapovat takové lokusy, potiebujeme k tomu genetickou vazebnou mapu

a statistické metody.

Genetickd vazebnd mapa pfedstavuje teoretické rozlozeni lokusii
na chromozomech na zakladé frekvence rekombinace mezi témito lokusy. Vzdalenosti
jsou udavany v cM. Nepiedstavuje tedy fyzickou vzdalenost. Pro konstrukci genetické
vazebné mapy je potieba dostatecné velkd mapovaci populace, jez se 1isi ve znaku,

ktery budeme mapovat a dostatek molekularnich markerd.

1.3.1.1 Mapovaci populace

Dilezitym nastrojem, pro mapovani je mapovaci populace. K vytvoreni
mapovaci populace jsou potieba rodiCovské linie s dostate¢nou variabilitou
v sledovaném znaku. Cim je populace polymorfngjsi, tim snadnéji bude sledovany znak

zamapovan (Collard et al., 2005; Schneider, 2005).

Pro vytvotfeni mapovaci populace je dulezité¢ védét, jak se rostliny rozmnozuji.
Nejjednoduseji se vytvaii mapovaci populace rostlin, které jsou samosprasné
(self-fertilizzing), (Collard et al., 2005; Schneider, 2005). Nejcastéjsi typy mapovacich

populaci pro samosprasné druhy jsou popsany nize.
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F, populace — vychazi z mapovani na liniich F, generace, které segreguji
ve znacich, ve kterych se lisi rodice. Nevyhodou je, ze tuto mapovaci
populaci nelze pfemnozovat a je nevhodna pro QTL mapovani (Schneider,
2005).

Rekombinantni inbredni linie (Recombinant Inbred Lines, RILS) jsou
odvozené z F, generace samosprasSenim. V tomto procesu je jedno seminko
kazdé linie zdroj dal$i generace (Single-Seed Descent lines, SSD). Uz v Sesté
generaci jsou linie témé homozygotni. Tato mapovaci populace ma velkou
vyhodu v tom, Ze od Fg generace skoro nedochazi k segregaci ve sledovaném

znaku a tato mapovaci populace se muize neomezené piemnozovat

(Schneider, 2005).

Populace zpétnych kiizencii (Backcross populace, BC) — v této mapovaci
populaci je fragment DNA 7z jednoho rodi¢e napiiklad A pieveden
do genetického pozadi rodi¢e B, a to zpétnym kiizenim F; potomki s rodi¢em
B (Schneider, 2005).

Dihaploidni linie (Doubled Haploid lines, DH) — obsahuji dv¢ identické sady
chromozomt v kazdé burice. Jsou upln€ homozygotni. Vznikaji z haploidnich
linii. Jsou permanentnim zdrojem pro mapovani, avSak ptiprava DH linii neni

mozna pro vSechny druhy (Schneider, 2005).

Molekuldarni markery

Molekularni markery jsou v soucasnosti dilezitym nastrojem genetického

mapovani. Pomahaji lokalizovat geny zptisobujici znak. Nemusi piedstavovat geny jako

takové, ale staCi, ze se nachazeji v jejich blizkosti a jsou snimi tésné svazany.

Vyjimkou jsou EST (Expressed Sequence Tag), které vznikaji pii sekvenovani

transkripcnich produkt genti. Markery jsou néco jako vlajky nebo znacky na vazebné

map¢ chromozomd (Collard et al., 2005).
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Genetické vazebné mapy pro mnoho rostlinnych druht byly vytvoieny pomoci
molekularnich markert, jako jsou RFLP, SSR, STS, IRAP, DArT, SNP, RAPD, AFLP,
SCAR a mnoho dalsich (Collard et al., 2005; Nguyen et Wu, 2005).

o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, délkovy polymorfismus
restrikénich fragmentt) jsou markery prvni generace. Vyuziva se piestaveb
v genomu, které zpusobuji vznik nebo zénik restrikéniho mista. Specifické
restrikéni enzymy Stipou DNA za vzniku rizn€ dlouhych fragmentt. Ty jsou
pak hybridizovany se sondami a vizualizovany. RFLP markery jsou
kodominantni, ale pracné. Mohou byt pievedeny na SCAR markery (Botstein
etal., 1980).

o SSR (Simple Sequence Repeat, opakovani jednoduchych sekvenci) jsou
zalozené na mikrosatelitech, které se nachdzeji vcelém genomu
v nekodujicich oblastech. Jsou to jednoduché markery detekovatelné pomoci

PCR. Jsou vysoce polymorfni a kodominantni (Litt et Luty, 1989).

o STS (Sequence-Tagged Sites) jsou markery zalozené na znalosti sekvence.
Mohou byt jednoduse detekovany pomoci PCR (Palazzolo et al., 1991).

o IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism, amplifikovany
polymorfismus mezi retrotranspozony) jsou markery zalozené na pfitomnosti
retrotranspozomutt v genomu rostlin. Jsou vysoce polymorfni, zjedné PCR

Ize ziskat az 10 polymorfismut (Kalendar et al., 1999).
o DArT (Diversity Arrays Technology) je vysokokapacitni micro-array

technika ziskavani markert, zaloZzena na hybridizaci bez znalosti sekvence

(Jaccoud et al., 2001).
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1.3.1. 3 Statistické metody

Spolehlivé identifikace QTL lokust vyzaduje pokrocilé statistické metody, které
umoziuji kvantifikovat ptispévek jednotlivych lokust k celkové detekované variabilite,
ptipadné urcit jestli je pfispévek genu aditivni nebo dominantni. K tomu je pouzivano
nékolik pfistupt, jako naptiklad: jedno-markerova analyza (Single-marker Analysis),
jednoduché mapovani pomoci intervalu (Simple Interval Mapping, SIM) a slozené
mapovani pomoci intervalu (Composite Interval Mapping, CIM), vicenasobné
mapovani pomoci intervalu (Multiple Interval Mapping, MIM), testovani signifikance
(Significance testing), tvofeni vicendsobnych QTL modelt (Multiple-QTL model
Building), QTL mapovani vicenasobnych znaka (Multiple-trait QTL Mapping), QTL
mapovani vicenasobnych kiizeni (Multiple-cross QTL Mapping) a optimalizované
vypocéetni metody (Computational Optimization Methods), (Collard et al., 2005,

Nelson, 2005). Tii nejpouzivanéj$i metody jsou popsany nize.

o Jedno-markerovad analyza je jednoducha metoda pro detekci kvantitativniho
znaku spojeného sjednim markerem. Statistické metody pouzivané
pro jedno-markerovou analyzu zahrnuji t-test, analyzu variace (ANOVA)
a linearni regresy. Tato metoda nevyzaduje kompletni vazebnou mapu. Tuto
metodu vyuzivaji QGene a MapManagerQTX pocitacové programy (Sax,
1923; Soller et al., 1979).

o Jednoduché mapovani pomoci intervalu vyuziva vazebnych map. Analyzuje
intervaly mezi sousedicimi pary markert ve vazbé po celém chromozomu
soucasné. PouZiti markerii ve vazbé kompenzuje rekombinaci mezi markerem
a QTL lokusem. Tuto analyzu vyuzivaji programy jako MapMaker/QTL
a QGene (Lander et Botstein, 1989).

o Slozené mapovani pomoci intervalu V sobé kombinuje mapovani pomoci
intervalu a linedrni regresi. Pridava dal$i genetické markery na zaklade
statistického modelu pro mapovani pomoci intervalu. Této analyzy vyuZivaji
programy jako QTLCartographer, MapManagerQTX a PLABQTL
(Jansen et Stam, 1994).
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1.4 Vynos

vvvvvv

vhodnych k péstovani. VétSina Slechtitelskych programii je zaméfend na udrzeni

a zvySovani vynosu piedevs§im u hexaploidni pSenice T. aestivum L.

Vynos je komplexni kvantitativni znak kontrolovany velkym poctem gent
aovliviiovany faktory prostiedi (klimatické podminky, kvalita puady, biotické
a abiotické stresové faktory, atd.). Vynos jako komplexni znak mulze byt rozdélen
na tfi hlavni komponenty: poet klasi na m?, vahu tisice zrn, poet zr na rostlinu.
Pocet zrn na rostlinu je dile mozné rozdélit na pocet klasi na rostlinu a pocet
zrn na klas. Pocet zrn na klas je mozné roz€lenit na pocet obilek na klas a pocet
zrn na obilku (Quarrie et al., 2006). Jednotlivé komponenty vynosu maji vyssi dédivost
nez vynos jako celek a i vliv prostfedi na jednotlivé slozky je mensi (Cuthbert et al.,

2008).

PSenice je hexaploidni druh s velkym genomem, coz ji déla nejkomplexngjsi
plodinou pro genetické mapovani. Piesto je vynos u psenice intenzivné studovan. Bylo
publikovano mnoho ¢lanku na toto téma jak u hexaploidni pSenice (Borner et al., 2002;
Groos et al., 2003; Huang et al., 2004; Quarrie et al., 2005; Kumar et al., 2006;
Marza et al., 2006; Li et al., 2007; Kirigwi et al., 2007; Kuchel et al., 2007a, 2007b;
Ma et al., 2007; Cuthbert et al., 2008), tak tetraploidni pSenice (Peng et al., 2003,;
Maccaferri et al., 2008).

Vynos byl zamapovan skoro na vSech chromozomech psenice (Borner et al.,
2002; Groos et al., 2003; Huang et al., 2004; Quarrie et al., 2005; Kumar et al., 2006;
Marza et al., 2006; Li et al., 2007; Kirigwi et al., 2007; Kuchel et al., 2007a, 2007b;
Ma et al., 2007; Cuthbert et al., 2008; Peng et al., 2003; Maccaferri et al., 2008). Také
vynosové prvky jsou distribuovany po celém genomu. QTL lokusy pro jeden
ze tif hlavnich komponentli vynosu Snejveétsi dédivosti, vaha tisice zrn, byly
zamapovany skoro na v§echny chromozomy kromé 1A, 3D, 4D a 6D (Peng et al., 2003;
Groos et al., 2003; Huang et al., 2004; Li et al., 2007; Cuthbert et al., 2008). Pro dalsi
znak, pocet obilek na klas, byly identifikovany QTL lokusy na chromozomech 1B, 2D,
5A, 5B, 7A a 7D (Maetal., 2007). QTL lokusy pro vysku rostliny, znak, ktery také
ovlivituje vynos, byly zamapovany na tfinacti chromozomech (Borner et al., 2002;
Maccaferri et al., 2008; Peng et al., 2003; Marza et al., 2006; Huang et al., 2004).
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Pro dalsi znak, ktery také ptisobi na vynos, délku klasu byly identifikovany QTL lokusy
na chromozomech 1A, 1B,2B, 2D, 3B, 4A, 4B, 5A, 5B, 7A, 7B a 7D (Borner et al.,
2002; Maetal., 2007; Marza et al., 2006). Pro znak obsah proteinu v zrnu byly
zamapovany ¢étyfi QTL lokusy na chromozomech 2A, 2D, 3A, 4D, 7A a 7D
(Borner et al., 2002; Groos et al., 2003).
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vytvofit genetickou mapu pro RILs mapovaci
populaci odvozenou zkitizeni T. monococcum Ssp. monococcum DV92  x
T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 jako zaklad pro QTL analyzu slozek vynosu

a dalsich znaka.
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3 Material a metodika

3.1 Rostlinny materiadl

Pro konstrukci genetické mapy bylo pozito 82 linii pSenice jednozrnky
(T. monococcum L.) Fg generace RILs (SSD) odvozené zF, mapovaci populace
z ktizeni DV92 x G3116.

Rodi¢ DV92 je T. monococcum ssp. monococcum L. kulturni jednozrnka
z Titogradu Montenegro v Italii. Jeho alely jsou oznacovany pismenem A. Rodi¢ G3116
je T.monococcum ssp. aegilopoides divoka jednozrnka ziskana sbérem v Libanonu.
Jeho alely jsou oznacovany pismenem B. Semena linii mapovaci populace Fg generace

a rodi¢u byli poskytnuty Prof. J. Dubcovskym (University of California v Davis).

3.1.1 Péstovani mapovaci populace

7. — 8. ledna 2009 bylo 18 semen kazdé¢ linie Fg generace sterilizovano 1 minutu
V 5% Savu a nasledn¢ omyta ve sterilizované vod¢. Semena kli¢ila v Petriho miskach
na bunicité vaté, v chladicim boxu pfi 4 °C. 22. a 23. ledna byla nakli¢end semena
vysazena do jiffy kvétinach (raSelinové kvétinacky) do péstitelského substratu
s Agrisorbem (1%) a hnojivem (Hydrokomplex). Rostliny ve stadiu 2 - 3 listu byly
jarovizovany 8 tydnu pii teplotach 0 — 10 °C. Rostliny byly pfihnojovany jednou tydné
roztokem 1x Hoagland. 7. a 8. dubna byly rostliny ptesazeny ven do pfipravenych
venkovnich parcel v Olomouci a ve Stupicich. Rostliny byly vysazeny v nahodném
rozestaveni s pouzitim metody Latinskych ¢tverct. V pribéhu vegetace byly hodnoceny

sledované fenotypové znaky a v srpnu byly rostliny sklizeny.
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3.2 Pristroje a zarizeni

Magneticka desticka, 96 direct Inject Magnet (Beckman Couter, USA)
Stolni mixér, ERGO 7011 (ETA, Ceska republika)

Homogenizacni oscilaéni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)

Chlazena centrifuga Jouan CR4i (Thermo, USA)

Centrifuga Jouan GR2022 (Thermo, USA)

Thermocycler C-1000 (Bio-Rad, Kanada)

ELFO aparatura Dual adjustace Mega gel Kit C-DASG-400-50 (C. B. S. Scientific,
USA)

Zdroj, MP-500V Power Supply (Major Science, USA)
Transluminator Model GVM20 (Syngene chemi Bio Imaging systém, UK)

Dokumentac¢ni systém pro analyzu ELFO gelt (Syngene chemi Bio Imaging systém,
UK)

Nicolet ANTARIS Il FT (Thermo, USA)
Semimikro vahy, SBC 21 (Scaltec, Némecko)
Obéhovy vodni termostat s 1azni, U15C (MLW)

Termostat, BT 120M (Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika)

3.3 PouZzité chemikadlie a roztoky

3.3.1 Roztoky pro vysokovykonnou izolaci DNA

Basic Lysis Buffer (pH 7,2; 2000 ml):

200mlI5M 500 mM NacCl
200ml1M 100 mM Thris-HCI
200ml0,5M 50 mM EDTA
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Lyzaéni pufr (na 100ml Basic Lysis B.):

0549 Sodium bisulfite
0,19 Ascorbic acid

100 pl Merkaptoethanol
100 pl (30 mg/ml) RNAsa (0,03 mg/ml)

AGENCOURT® GENFIND™ v2 - Blood &Serum Genomic DNA Isolation Kit
(Berckman Coulter, USA)

3.3.2 RoztoKky pro preparativni izolaci rostlinné DNA

10x homogenizaéni pufr (pH 9,4 — 9,5; 2000 ml):

6,859 10 mM Spermine
5,099 10 mM Spermidine
400 ml 0,5M 100 mM EDTA
200 ml 1M 100 mM Tris Base
119,28 g 0,8 M KCI

1x homogeniza¢ni pufr (pro 24 vzorkii):

400 ml 10x homogenizac¢ni pufr
684,6 g sacharoza

doplnit dH,O na 4000 ml

H+20 (400 ml, pi‘ed pouzitim zamichat):

50 mi 10x homogenizac¢ni pufr
85,89 sachardza

doplnit dH,O na 400 ml

100 ml Triton X-100 michat

Lyzacni pufr pro jadra + 0,05% SDS:
400 ml lyzacni pufr pro jadra
20 ml 10% SDS
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Lyza¢ni pufr pro jadra (2000 ml):

40mI5 M 100 mM NacCl
400ml 0,5 M 100 mM EDTA
100mi1 M 50 mM Tris Base

doplnit dH,O na 2000 ml

TE (500 ml):
5ml1M 10 mM Tris-HCI (pH 8)
1ml05M 1 mM EDTA (pH 8)

doplnit dH,O na 500ml

Proteinaza K: (drZime na ledu, pro 24 vzorki, musi byt ¢erstvé pripravena)

25 ml lyzaéni pufr pro jadra
0,056 g proteinaza K
3.3.3 Chemikalie pro polymerazovou retézovou reakci

10x PCR pufr (40 ml)

4ml1M 100 mM Tris-HCI (pH 8,2)
20ml1M 500 mM KClI

600 ul 1M 15 mM MgCl,

0,4 ml 1% Triton X-100

doplnit dH,O na 40 ml

Nukleotidy (Fermentas, Kanada)
dTTP 100 mM
dATP 100 mM
dGTP 100 mM
dCTP 100 mM

Taq polymeraza

Primery (Invitrogen, USA)
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3.3.4 Chemikalie pro nedenaturujici polyakrylamidovou
elektroforézu

5x TBE (na 1000 ml)

54 g 0,45 M Tris base
2759 0,45 M kyselina borita
20ml0,5M 10 MM EDTA (pH 8)

6x Stop C (na 10 ml)

2ml0,5M 100 mM EDTA (pH 8)
0,1910% 1% SDS

5mg 0,05 % bromfenolova modf
5mg 0,05 % xylenecyanol

5 ml 0,85% glycerolu 42,5 % glycerol

40 % acrylamide : N, N methylenebisacrylamide 19 : 1 (Fluka analytical, USA)
Tetramethylenthylenediamine TEMED (Fluka BioChemika, USA)

Ammonium peroxodisulfate APS (Fluka BioChemika, USA)

10x Ethidium Bromide (Sigma Aldrich, USA)

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

3.4 Metodika

3.4.1 Vysokovykonna izolace DNA

Byla pouzita rychla vysokovykonna metoda pro izolaci DNA z 96 vzorka
najednou. Jedna se o upraveny protokol pro kit AGENCOURT® GENFIND™ v2 - Blood &

Serum Genomic DNA Isolation Kit (Berckman Coulter).

Na zacatku je nutné odebrat 3 x 3 cm mladého listu do 96 jamkové misky
a nechat je ususit v lyofilizatoru nebo dva dny pii 37 °C. Po vysuseni homogenizovat

4 min/27 Hz pomoci homogeniza¢niho oscilacniho mlyna se dvéma sklenénymi
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kulickami (0,5 cm). K homogenizovanému vzorku pfidat 1 ml lyza¢niho pufru
a promichat. Pak inkubovat 45 minut pti 65 °C. Po inkubaci centrifugovat 3000 rpm,

10 minut, 4 °C v misce.

Po centrifugaci k 100 ul lyzatu ptidat 5 pl magnetickych kulicek a promichat.
Pak ptidat 70 pl izopropanolu a znovu promichat a nechat stat 5 minut pfi pokojové
teploté. Nasledné¢ misku umistit na magnet na cca 5 minut do vycCefeni roztoku.
Pak odpipetovat a vyhodit supernatant. Poté mimo magnet ptidat 100 ul Wash Buffer I
a dikladné promichat. Znovu misku umistit na magnet na cca 5 minut opét do vyceteni
roztoku. Potom odpipetovat a vyhodit supernatant. Zopakovat kroky pouziti Wash
Bufferu |. Pak pokracovat pfidanim 100 ul Wash Buffer II mimo magnet
a promichanim. Misku umistit na magnet na cca 5 minut do vycetfeni. Nasledné
odpipetovat a vyhodit vSechen supernatant. Mimo magnet ptidat 40 ul H,O, dikladné
rozsuspendovat, nechat stat 2 minuty. Je nutné, aby vSechny kulicky byly v elu¢nim
roztoku. Nakonec umistit misku na magnet na 10 minut a pak odebrat 38 ul extrahované
DNA do nové misky.

3.4.2 Preparativni izolace rostlinné DNA

Pro izolaci celkové DNA z linii mapovaci populace byla pouzita metoda podle
Dvoraka et al. (1988).

Nasbirat 10 g rostlinnych vzorki a zabalit je do oznacenych papirovych ruc¢nikt
a uchovat v ledu. Podle poctu vzorkt ptipravit 200 ml centrifugacéni kyvety s 5 ml H+20

a umistit je na led.

Nasledujici kroky je nutné délat v digestofi. Pro 24 vzorki pfipravit 4000 ml
1x homogeniza¢niho pufru, ptidat 4 ml 2mercaptoethanolu, dikladné promichat
a udrzovat na ledu. Nuzkami nastfihat rostlinny material na malé kousky a vlozit
do mixéru, ptidat 150 ml 1x homogeniza¢niho pufru s 2mercaptoethanolem. Nechat
rozmixovat pfiblizn€ 1 minutu, mezitim si pfipravit filtra¢ni aparaturu. Do néalevky dat
vrstvu miraclouthu a pod nalevku centrifugacni 200 ml kyvetu s 5 ml H+20 a spravnym
oznacenim. Rozmixovany vzorek pomoci sklenéné tyCinky nalit do nalevky. Sklenénou
ty¢inkou zeSkrabat vSechno ze dna. Vymackat piebyte¢nou tekutinu z miraclouthu.

Nésledné zazatkovat centrifugaéni kyvetu a jemné zamichat. PoloZit zpatky
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na led a nechat lyzovat aspon 5 min. Oplachnout mixér, nachystat novou nalevku
s vrstvou miraclouthu a novou centrifugaéni kyvetou. Tyto kroky opakovat dokud

nebudou vSechny vzorky hotové.

Lyzaty centrifugovat 20 minut pti 4000 — 4500 rpm pti 4 °C. Mezitim pfipravit
lyzaéni pufr pro jadra + 0,05% SDS, které se umisti do 65 °C vodni lazn€. Pfipravit
proteinazu K — na ledé (viz kapitola 3. 3. 2). Po centrifugaci vylit supernatant do odpadu
a postavit kyvety na papirovy ruénik dnem vzhiru. Dat centrifugovat dalsi kyvety. Pelet
rozsuspendovat jemn¢ $téteCkem v 1 ml proteinazy K. Ptidat 15 ml lyzaéniho pufru
pro jadra + SDS, ktery je ohfaty na 65 °C. Promichat jemné dokud neni smés viskozni
a homogenni. Prelit smés do oznacenych plastovych zkumavek (50 ml), zazatkovat
a dat na 30 minut do 65 °C vodni lazné. VSechny vzorky najednou. Nakonec v digestoti
do vSech vzorkl ptidat 8 ml fenolu a 8 ml chloroformu. Promichat a nechat pies

noc Vv lednicce.

Druhy den je provedena purifikace extrahované DNA. Do digestoie Si pfipravit
vzorky, plynovy kahan, 50 ml centrifugaéni kyvety, 500 ml kadinku a jehlu.
V rukavicich odzatkovat kyvetu. Nad kahanem nahtat jehlu a propichnout ji dno kyvety.
Do 500 ml kadinky nechat odtéct fenol a chloroform. Horni vrstvu pfelit do Cisté
oznacené centrifugaéni kyvety (50 ml). Provést se v§emi vzorky. Ptidat do vSech kyvet
TE pufr az po okraj a vyvazit. Centrifugovat 30 minut pfi 10 000 rpm a teploté 14 °C.

Po centrifugaci slit supernatant do 250 ml erlenmayerovy banky.

Purifikovanou DNA pfesrazet piidanim 25 ml 3M NaOAc a 500 ml
vychlazeného ethanolu. Jemné& promichat. Hackem ze sklenéné kapilary vylovit
vysrazenou DNA. Héacek s DNA ponofit na 1 minutu do 80 % etanolu, vymachat.
Piemistit DNA do sterilnich sklenénych zkumavek s 2 — 3 ml TE. Zazatkovat a nechat

pfes noc opatrné michat. Skladovat pfi - 20 °C.

3.4.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce byla provedena ve 25 pl (1x PCR pufr, 200 uM
dNTP, 1 uM primery, Taq polymerazy 0,5U). Markery (primery) byly vybrany pomoci
databdze GrainGenes 2.0 a jiz zhotovené mapy pro T. monococcum L.
(Dubcovsky et al., 1996). Bylo vybrano 62 STS a 1 SSR tak, aby pokryvali celou délku
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chromozomli a byly od sebe vzdaleny 10 cM. Nékteré vybrané markery byly

zamapovany na vice nez jednom misté v genomul.

Podminky PCR pro STS. SSR markery:

Zahtati 95°C-5min

Denaturace 95 °C —30s

Ptisedani viz Tab. I 40 cykla
Polymerace 72 °C-30s—1min

Zavéreéna polymerace 72 °C — 10 min
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Tab. I: Primery pro jednotlivé markery a jejich teplota ptisedani

Marker | Primery PCR
Chromozom 1A Prisedani

SMP F GCA AGG GAA GAG AAA AGC AG

x SMP SMP R TTT CTC AAT CTC ATG TTA TCC TTC A 55 °C—30s
abc156 F TTA CGG GAT CAA AGC TGA GGC

x abc 156 abc156 R GAC AAG CAA CAC CAA CCA AGC 50°C-30s
ksuE18 F TGA GCC GGT TGC TGT TCG TC

x ksu E18 ksuE18 R AAG CAC CGA CAT GGT CAC CC 50°C—-30s
abg500 F GCT AGA ACT TGA CCA ATC TC

x abg 500 abg500 R AAG AAG AAC CCG GAG AAT CT Neptiseda
abg452 F TCT ACC TAG CTT CTT TCA AA

x abg 452 abg452 R AGC TGC CAC CAC CCC CAG TG Neptiseda
abg387 F GCA CTG GCA TAG TCT CAC AA

x abg 387 abg387 R CGA TGC TGG TTC GGT CAT AC 50°C-30s
ksuE8 F TAT GGG CCA GTG ATT TCC AC

x ksu E8 ksuE8 R TGC TCG GTT CAA TTG ACT GC 50°C-30s
ksuG34 R GTC TCA GGA AGG TGA TGA TC

x ksu G34 ksuG34 L GAG CAG TAG GGT AAA GTA AG 45°C-1min30s
abc261 F AGG AAG CTC AAG AAG GTG AA

x abc 261 abc261 R AAA GTC AAG AGT TGC ATC AA 50-30s
ksuE11 R CTG TCA CTG CTT CCA TAA CT

x ksu E11 ksuE1ll F AAG AAA AGC CTT CAA GAC TT Neptiseda

Chromozom 3A Prisedani

mwg2021 F GTT CCA CTG GAT GCA CCA CA

x mwg 2021 | mwg2021R CAT CAA GCC TCA CAA CAT CC Neptisedd
mwg813 F TTG GAC AGG ATG TTG CCA

x mwg 813 mwg813 R CAT TCA GTA ACA CCG CCA TG 56°C-30s
abgd71F TGG ATT TGA TGG CGG AGA CC

x abg 471 abgd71R CAA GAC TGA CAA CAC AAG AC 50°C-30s
ksuG59 R TGC GTA TGT AAT GTA GGA CT

x ksu G59 ksuG59 L GGA AAA TAT AAA AAT CAG AT Neptiseda
abg4F AGC ACC AAA GCA CCT GAA CC

x abg 4 abg 4R CGG GAG GAG GGG AAG AGG AC 50°C-30s
ksuG62 L TTA GAA GCA GGC TAT GAC CA

x ksu G62 ksuG62 R TAC CAT CAA GAC GCC AGA AG 50°C-30s
abcl66 F GTC CGA GGG CCG CCC TAC AC

x abc 166 abc166 R CCT GAA TCA ACA ACC AAA TA 50°C-30s
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Marker Primery PCR
Chromozom 2A Prisedani

ksuD18 F GGA CAC TAA ACT TTA GAG GC

x ksu D18 ksuD18 R CCA CTG TTA GGA TTA GTG ATC C Nepfisedd
ksuC2 F TTT CGC TGT GGC ACT TGT AC

x ksu C2 ksuC2 R ATG GAG AAG TCT TAC CTC AGC Nepriseda
abg459 R GCC ACC ACG CTC TCC ATT GT

x abg 459 abg459 L CCA CGC TCG CTT GCT GAC TC 50°C-30s
abg378R TTA GTC ATA GAA TCC CTG TT

x abg 378 abg378 F AAA ATT CGC CTG TGC TGT GT 50°C-30s
mwg503 F GTC GTC AGA GCC CAC GCC AC

x mwg 503 mwg503 R TCC AAG CGG CAA CCA TCC CG 50°C-30s
ksuD22 F AGC AGG AAC AAA CAC ATC AT

x ksu D22 ksuD22 R TCG CCG TCA CCC AAC TCA CC 50°C-30s
abc153 F GCC TCT GCC GCT GGA ACT AC

x abc 153 abc153 R AAA CAC CTC CTG GCT CTC AG 50°C-30s
ksuH16 R CAC CTT CTT CTT CTT CTA CT

x ksu H16 ksuH16 F ACA CTC TTC ATT GGC ATC TC Nepfiseda
mwg949 F CGG CTG GTA AAT GAA CTG AA

X mwg 949 mwg949 R GGC TTC CGC TAC TAC GTC TT Nepriseda

Chromozom 4A PFisedani

abg460A F TTG TGT GGT AAA AGT AAA AT

x abg 460.1 abg460A R TGG AGG AGA GCG GAA GAG AT 50°C—-30s
abg55R ATC CGC AGC AGA TCG AGG AC

x abg 55 abg55 F CAG GCA AGA TTG ACG CAG TA 50°C-30s
psr922 F CAT GTG GTC CCC ACC TTC

X psr 922 psr922 R AAG GCA AGG TTT GCT TCT CA 52°C-30s
ksuH8 L GAG ACC GTG CAT CTT CAT GT

x ksu H8 ksuH8 R GCA TAG GTG TTC CCA TCT GA 60°C—-30s
wgd64 F AGT CCA AAT GAT GTC ACA GG

X wg 464 wgd64 R AGG ACT GTG AAG ATG CTA CT 50°C—-30s
ksuG10 R TGT CCA GCT TCA GCG AGT AC

x ksu G10 ksuG10 L GTG TTG ATG TCC TTG AGG CC 50°C-30s
abg390A F AAC ACA ACC ACA ATA AAG AA

x abg 390 abg390A R TTT GAA CAG AAG AAA ACC TA Nepfiseda
abg463 R CAA ATC CCC AAG ATA AAA TG

x abg 463 abg463 F ATG CCC CAC TCA AAT AGT TT Nepfiseda
mwg851A R GTG CAA TAC CAG CAA ACT CA

x mwg 851 mwg851A F CAT AGC AGA ACG TCT CAA GT 50°C-30s
wmc283 R GAC CCG CGT GTA AGT GAT AGG A

X wmc 283 wmc283 F CGT TGG CTG GGT TAT ATC ATC T 60°C—-30s
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Tab. I: Primery pro jednotlivé markery a jejich teplota piisedani (pokra¢ovani)

Marker Primery PCR

Chromozom 6A Prisedani
abg466 F TGC ACG CGC TGT GGC ATC TC

x abg 466 abg466 R CCA AGC ATT CCA ACC TTA GC 50°C—-30s
mwg573 R CTG CAC TCA TGT CAG CAA GA

X mwg 573 mwg573 F GAC CAA CGG GAG ATG CTC GT Nepriseda
ksuG48 F CGG TAG GGC TCG TGC TCA CC

x ksu G48 ksuG48 R AGG GAG GCT CGC TGG TTT TT 50°C—-30s
abg458 L GAG AGC CGA TGA CGG TAT GT

x abg 458 abg458 R CTT GGA CAC ATG CCA TAT CC Nepriseda
abg20 F GGC AAC CGC AAG AAA GAA AG

x abg 20 abg20 R CCT CTC ATG TCA GAG CAT TT Nepfiseda
nar7 R TCA CCG AGT TGA TGT TGA GC

x Nar7 nar7 L TTC GAC CTC TTC TCC TCC TC 50°C-30s
abc154 F TTC ATT TCA TCG TTT TCA TA

x abc 154 abc154 R ATC AGG TTC AGC AGT GTT TA Nepriseda
mwg2053 R CCC CGG TAT CCT CAA ATG CA

x mwg 2053 mwg2053 F GTT TTC GCG ACG ATG TCC TT 50°C—-30s

Marker | Primery PCR
Chromozom 5A Prisedani
abgd97 F GGA TGA GGA GAT ACA TGG AGC
x abg 497 abg497 R CAT TTG GTG GTC AAC AAG GC Nepfisedd
mwg920 R GTC ACC GCC CGT CAC GTT GCG CTT CA
x mwg 920 mwg920 F GAG TAC CGC GAC CGT CGC GCT CGA GC 50°C-30s
abg395 F TTA GGA AAG CGA TGG ACA CA
x abg 395 abg395 R TTA CAG GGC CAG GGT TAC TG 50°C-30s
ksuH9 F GTG TAT CAC AAG CTT GCT GT
x ksu H9 ksuH9 R ATT GAC CAT TGC CCG GAG AA 50°C-30s
wg530 R GAG ACC AAA GAT TCA ACA GC
x wg 530 wg530 L CAA TGC TCC AAA TCT CAC CA 52°C—-30s
mwg820 F GGG GAG AAA ATG CAT GCA AT
x mwg 820 mwg820 R CAG CGT CGT ATA AAT GTC TT 50°C-30s
ksuG14 R GGA GGC TAT GGG TGC GTC AAC
x ksu G14 ksuG14 F AGC CCA ACC TGT AAA CAA CAC 50°C-30s
ksuF1 R CAG TGG TTC ACG ATA GTA GAT
x ksu F1 ksuF1 F TTG GAT AAC TTC AGT CAG ATG Neptiseda
wgll4 R GGC TCA ATA GAA TAG TAT CA
x wg 114 wglld L ATC ACA ACA TTT CAG AGT TT 50°C-30s
ksuH11 R GTA GCC GCT AAT CTC GTC TGT
x ksu H11 ksuH11 F CGA TCT CAT AGC GAA TAT GT Neptiseda
Chromozom 7A PFisedani
abg704 F ATA TGC TCG ATG CTG ATT AG
x abg 704 abg704 R CCT TCT TCA GAT TCC TAC CA Neptiseda
mwg530 F CGA TCT GGA CAT CGA AAG CC
x mwg 530 mwg530 R GCT AGT GCT CTT GCC AAG TCG Nepftiseda
ksuD9 R GGT GAC GAC CCG AGC GTT GAT
x ksu D9.1 ksuD9 L CAC CAG ATA TTG CTT GCC TCC 52°C-30s
abc152 R TCC GCA AGT ACC AGA AGA GC
x abc 152 abc152 F GAC AAG GAA AGC CAA TCA AC 60°C-30s
abc465 F GCT ACT GGG ACA AAA TCT CC
x abc 465 abc465 R CAC GAC AGA CGG ACC ARA TG 56°C-30s
abc310F TCC TGA TGG TCC TCT TAT GC
x abc 310 abc310R ACA TAG TTC TCT TCC CAG TA 48 °C - 1 min
abc305 F GAC AAC GGC CAA CAA ATC TA
x abc 305 abc305 R AGC ATG TCA TTG AAC ACT TC 56°C-30s
abgd61R TAG AAG TAG AAA AAG GAA CC
x abg 461 abg461 F GAA GAA CAA CCA ATA GAA TG 50 °C- 1 min
mwg2062 F TCT CGC TGG TAT TCA GGG TCC
x mwg 2062 | mwg2062 R AAA CGA TAG CAA GAG GAA CCG 50°C-30s
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Tab. I1: Primery pro IRAP markery

Marker Primer Marker Primer Marker Primer
3157 | ATT CCA CAC GTG CAT ATG GGT 3138 | ACG CAA GAG CTG CCG CCC GAG AGA A 3118 | CTC GAC AGT AAT TTG TTC ACC CAC
3156 | ATC CTC GCG GTT GGG AGG TTG T 3137 | GCG GCA GCT CTT GCG TTA TCC 3117 | TGA AAC CTA TGG CCC CCG GGT C
3155 | CAA ACC TTG TAT GCA CTC TCC A 3136 | CAT ACT AAT GGC GCA CCA CAC 3116 | GTG TGA GTA GTT TAC CTC AGA CC
3154 | TGT CGT GGT TCT AAG TCT GAC AGT A 3135 | TGC CAC CGA TAG CCA TCC ATG A 3115 | AGG AAC TGG CAC TTG GCA CTG AG
3153 | TAC TGT CAG ACT TAG AAC CAC GAC A 3134 | GGT CCA CGA AGA AGC AAC CT 3114 | GAG TTG CAT ATT GAC GAA ACA CCA
3152 | TGA TGA AGC TAT GTA CCT AGG GTA GG 3133 | CGT GGA TGT ACG ATA GCA CCA C 3113 | AGC GTT GCT AGT TGC AGG TGA AGA
3151 | GGT CCA TGA CCC TAC CCT AGG TAC A 3132 | ACG TAA TCT CGG TGA GAC CG 3112 | TCA CCT GCA ACT AGC AAC GCT
3150 | TGT GGC AAT GAC AGG TCA TGC A 3131 | CAC CTA GGG ATT AGT TGC ACT TTC A 3111 | CAC ATA ACC GCG GGC ACG GCT TTC
3149 | CTT AGG ATC GGG GTC CCG ACA 3130 | GCA TCA TGA AAT TGG TGA TGG AGG A 3110 | ATA GCC GCA TCG AGG GCG TTA CA
3148 | CTT AGG TTG GCC GGC ATG TGT CC 3128 | CCT TTG TTT CGG TGC AAA TGG GT 3109 | ATG CGG TTA TGC CTC TAA GTC GTG
3147 | GCT ACC TTT ACC AAA TCG TGT TCA C 3127 | TTG CAC CGA AAC AAA GGG ACC T 3108 | TTC CTA CGC ACA CGC AAG ATC
3146 | GCA TGA CCT GTC ATT GCC ACA GT 3126 | GGT TCC TGC TAA GGT GAT GTG GT 2107 | AGC ATG ATG CAA AAT GGA CGT ATC
3145 | CTC GTG CGT TCG CCT CGA TCT GCT C 3125 | GCA CAG GTT TTC TAT GTG AAG GAC A 2106 | TAA TTT CTG CAA CGT TCC CCA ACA
3144 | TCG AGT TCT GTT CAT AGG TTG TCA C 3124 | GGA TGC AGT CAT TAG GGC ATG 692 | GCG ATT GCT AAG GCG CAA CG
3143 | CGA CTT TGA CGA TCC GAC TAC A 3123 | CAG TCA CAC CAT TCT CTG CCT TCC A 679 | GGG TCG CAT ATT GGG CGT GAC
3142 | TCG TAG TTG CGG ATG CTT GC 3122 | AGT TCG GGA CCC CCT ACC CGA GAT C 675 | AGC GCG CGT GCT GGG CTG GG
3141 | TTC TCC CTC TTC ATG TAA ACC TTG 3121 | CCC TAA TCC AGG ACT CCC TCA 640 | TCC CAT GCG ACG TTC CCC
3140 | GCA TGA TGC AAA ATG GAC GTA TCA G 3120 | GAC CGC TAT CCA GCA TGC ATC T 554 | CCA ACT AGA GGC TTG CTA GGG AC
3139 | GCA TGA TGC AAA ATG GAC GTA TCA C 3119 | GCA TGC TGG ATA GCG GTC GAT G




Pro zahus$téni mapy bylo také pouzito 56 IRAP markert (Tab. Il), které poskytl
Doc. R. Kalendar (Institute of Biotechnology, University of Helsinki, Finsko),
a 769 DArT markert (http://www.diversityarrays.com).

Podminky PCR pro IRAP markery:

Zahtati 95°C —-5min
Denaturace 95 °C —-30s
Pfisedani 60 °C —1 min 30 cykla
Polymerace 72 °C —30s
Zavérecna polymerace 72 °C — 10 min
3.4.4 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

Pro separaci vzorkii po PCR byla pouzita nedenaturujici polyakrylamidova
elektroforéza. Byla pouzita jak 4%, tak i 6% nedenaturujici polyakrylamidova

elektroforéza (Tab. 111), vzdy v zavislosti na délce o¢ekavaného produktu.

Tab. I11: Rozpis chemikalii na polyakrylamidovy gel

Chemikalie 4% gel 6% gel
40% Akrylamide : N, N‘- 15 ml 22,5 ml
Methylenebisacrylamide 19 : 1
TEMED 110 pl 110 pl
10x APS 1ml 1ml
5x TBE Doplnit do 150 ml | Doplnit do 150 ml

Ptipravit gel smichanim chemikalii v pozadovaném poméru (Tab. 111) a nechat
ztuhnout asi 45 minut pifi pokojové teploté. Po ztuhnuti vlozit gel do vertikalni
elektroforetické aparatury. Naplnit horni i dolni vani¢ku aparatury 0,5 x TBE pufrem
a do dolni vanicky ptidal 8 pul ethidiumbromidu (10%). Pfed nanasenim vzorkt nechat
gel 60 min pii 350 V (prerun). Mezitim pfipravit vzorky s nanaSecim pufrem
(6 x Stop C) v poméru jeden dil nanaseciho pufru a 9 dild PCR produktu. Po prerunu
odpojit aparaturu od zdroje a nanést 5 ul vzorku (pro IRAP markery je tfeba nanaset
15 ul vzorku). Dé¢leni PCR produkti provadét pii 300 V 30 - 90 min dle délky

separovanych fragmentd.
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3.4.5 Konstrukce genetické mapy

Genetickd vazebnd mapa byla konstruovana za pouziti programu JoinMap 4
(Van Ooijen, 2006) analyzou rekombinacni frekvence mezi vSemi polymorfnimi
markery. Geneticka vzdalenost mezi jednotlivymi markery byla vypocitana pomoci
Kosambi funkce (Kosambi, 1943). Pro identifikaci vazebnych skupin byla pouzita
metoda regresniho mapovani. Pro identifikaci vazby markera byly vyuzity pouze
kombinace marker( s rekombinacni frekvenci mensi nez 0,4 a LOD skore vétsim nez 1.
Po pfidani kazdého markeru bylo provedeno piepocitdni s ohledem na pftilehlé

téi markery (ripple).

3.4.6 Hodnoceni fenotypu

Fenotypické pokusy byly provadény ve dvou opakovanich pro linie ze dvou
lokalit (Olomouc a Stupice). Bylo sledovano celkem osm znakd, tii pro vynos (vaha
tisice zrn, pocet obilek na klas a délka klasu), tfi agronomicky vyznamné znaky (vyska
rostliny, rozpadavost klasu a obsah dusiku v susin¢ semen) a dva morfologické znaky,
ve kterych serodice vyznamné odliSovali (ochlupeni listi a rozkladitost trsu).
V Olomouci bylo sledovano vSech osm znakii. Ve Stupicich byly sledovany 4 znaky

(vaha tisice zrn, poCet obilek na klas, vyska rostliny, ochlupeni listt).

o Vaha tisice zrn - z kazdé linie bylo vyloupano a ocisténo od plev 100 zrn,
které byly néasledné zvaZeny. Pro statistické zpracovani byly hodnoty

prepocitany na vahu jednoho zrna.

o Pocet obilek na klas - u kazdé linie bylo vybrano pét nejstarSich klast,
u kterych byl spocitdn pocet obilek. Pro naslednou statistickou analyzu byly

pouzity primérné hodnoty pro rostlinu.

o Délka klasu — byla zmétena délka klasti pouzitych pro stanoveni poctu obilek

na klas. Pro dalsi statistickou analyzu byly hodnoty zprumérovany.

o Vyska rostliny — u jednotlivych rostlin byla zmétena vyska od pudy

po posledni obilku nejvyssiho klasu.
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o Rozpadavost klasu — byla provedena ve dvou opakovanich ve srovnani
s rodicovskymi liniemi. Rodi¢ DV92 ma nerozpadavy klas, oznacen jako 0.

Rodi¢ G3116 ma klas rozpadavy, oznacen jako 1.

. Obsah dusiku v susiné semen — pomoci pfistroje Nicolet ANTARIS II FT

(Thermo Scientific, USA) byl zméten obsah dusiku v susiné pro kazdou linii.

o Ochlupent listit — byla hodnocena vizualné¢ dvéma pozorovateli. Rodi¢ DV92
nema na listech skoro zadné chlupy, oznaceno jako 0. Rodi¢ G3116 ma listy

ochlupené vyrazné€, oznaceno jako 1.

o Rozkladitost trsu — byla hodnocena vizualné¢ dvéma pozorovateli podle

pokyni Barese et al. (1985).

3.4.7 QTL analyza

QTL analyza byla provedena za pouziti sesbiranych fenotypickych dat za jeden
rok za dvou lokalit (Olomouc, Stupice). Byla provedena pomoci programu R/Qtl
(Broman et al., 2003), ktery pro detekci QTL lokusti vyuziva jednoduché mapovani

pomoci intervalu.

3.5 Software

Pro zpracovani vysledku, konstrukci genetické mapy a QTL analyzu byly pozity

tyto pocitaCove programy:

o JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006) — pro vytvofeni mapy.

o Microsoft Office Excel 2007 — jednoduché statistické metody a zpracovani

sesbiranych fenotypickych dat.

o R/Qtl (Broman et al., 2003) — pro detekci QTL pro zmétené znaky.

35



4 Vysledky

4.1 Molekularni markery

Bylo otestovano celkem 62 STS, 56 IRAP a 1 SSR marker. Z 62 testovanych
STS markerd bylo 39 polymorfnich, avSak néckteré markery poskytli az devét
polymorfnich fragmenti na jednu PCR (Obr. 4). Markery, které nebyly polymorfni
adavali jeden fragment pro celou mapovaci populaci (monomorfni), mohou
byt osekvenovany a ptrevedeny na SCAR nebo CAPS markery. Z 56 IRAP markera
bylo 9 polymorfnich, ale i pfesto davaly az 5 polymorfismt na jednu PCR (Obr. 5).
Ze 769 DArT marekli  polymorfnich na naSi mapovaci populaci bylo
579 informativnich. Ostatni byly vyfazeny z divodd chybéjicich nebo arteficialnich

signalt na DNA rodicovskych linii.

M A B HK

1000 b

100 bp

Obr. 4: Ptiklad STS markeru xabg 55

M - velikostni marker, A - rodi¢ DV92, B — rodi¢ G3116, H — heterozygot, K — negativni kontrola, $ipky
oznacuji polymorfni fragmenty, ¢ervena — kodominantni fragmenty, ¢erné - dominatni fragmenty
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(b)

M B A H

()

M B AH

500b

Obr. 5: Piiklad IRAP marker IRAP 692
(a) gel po 20 minutach béhu, (b) gel po hodin¢ béhu

M - velikostni marker, A - rodi¢ DV92, B — rodi¢ G3116, H — heterozygot, K — negativni kontrola, $ipky
oznacuji polymorfni fragmenty, ¢erné - dominatni fragmenty

4.2 Genetickda mapa

Byla zkonstruovana genetickd mapa pomoci 39 STS, 1 SSR, 9 IRAP
a579 DArT markert a za vyuziti programu JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006).
Pro identifikaci jednotlivych vazebnych skupin byla pouzita metoda regresniho
mapovani a pro vypocet rekombinac¢ni frekvence mezi jednotlivymi markery byla
pouzita funkce Kosambi (Kosambi, 1943). Bylo identifikovano sedm vazebnych skupin
o celkové délce 829 cM. Jednotlivé vazebné skupiny byly pfifazeny k chromozomim T.

monococcum L. pomoci DArT markert, u kterych byla lokalizace poukazéana jiz dfive.
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Nemohli byt vyuzity STS markery vybrané z jiz zhotovené mapy (Dubcovsky et al.,
1996), protoze nékteré markery byly zamapovany na vice mist v genomu a jiné davali

vice polymorfnich fragmenti z jedné PCR.

Bylo tedy identifikovano vSech sedm chromozomu T. monococcum L. (Tab. IV).
Jednotlivé chromozomy jsou znazornény na obr. 6. U chromozomu neni zatim uréena

jejich orientace a centromery.
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Tab. IV: Délka jednotlivych chromozomi a pocet zamapovanych markert

Dosazené vysledky Dubcovsky et al. (1996) Singh et al. (2007) Quarrie et al. (2005)
Délka Pocet Délka pocet Délka pocet Délka pocet
Chromozom [cM] | markeri Chromozom [cM] | markeri Chromozom [cM] | markeri Chromozom [cM] | markeri
1A" 121,526 102 1A" 157 51 1A" 171 28 5A 190
2A" 157,085 93 2A" 168 42 2A" 205 42 4A 179 g
3A" 114,73 111 3A" 145 31 3A" 254 27 2A 170 3
4A" 83,46 49 4A" 127 46 4A" 79 12 TA 167 2
[oN
5A" 117,685 89 5A" 192 80 5A" 224 32 3A 158 2
[
6A™ 124,945 69 BA" 144 30 BA™ 89 14 6A 151 g‘
7A" 108,607 115 7A" 146 48 7A" 238 24 1A 131
X 828,038 628 X 1067 328 X 1260 179 X 1146 224

Dubcovsky et al. (1996): mapovaci populace 72 rostlin odvozené z kiizeni T. monococcum ssp. monococcum x T. monococcum ssp.
aegilopoides

Singh et al. (2007): mapovaci populace 121 rostlin odvozenych z kiizeni T. boeticum x T. monococcum

Quarrie et al. (2005): mapovaci populace 95 rostlin hexaploidni pSenice odvozené z kiiZzeni Chinese Spring x SQ1
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&8s Obr. 6: Genetickh mapa sedmi chromozomi
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ey T. monococcum L. s vyznac¢enymi QTL lokusy

dv-352 dv-345

Na levé strané jsou uvedeny vzdalenosti jednotlivych markert

- G-118 vcM. Na pravé strané jsou jednotlivé markery. Markery
L G-3

L qv-641 zacinajici pismeny G nebo dv jsou DArT markery, IRAP markery
G-206 G-191 jsou oznadeny jako IRAP. Ostatni jsou STS markery. 14 QTL je

dv-299 dv-289

dv-548 vyznaceno na pravé strané chromozomu. Odbélnik znazoriuje
A dv534 QTL lokus. V}'lﬁkg rostliny E=Ph), chlupatost' (] (Ha), ochlupeni
dv-571 listaf,AEs), vaha tisice zr [[(Tgw), pocet obilek na klas [%(Gn),
oo obsah dusiku v susiné semene [HGp), délka klasu [&{EI).
dv-619
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 2A™
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 3A™
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 4A™
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 5A™
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 6A™
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Obr. 6 (pokracovani)
Chromozom 7A™
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4.3 QTL analyza

Ve fenotypickych pokusech bylo sledovano celkem osm znakii — vaha tisice zrn,
pocet obilek na klas, délka klasu, vyska rostliny, rozpadavost klasu, obsah dusiku
Vv susiné semen, ochlupeni listi a rozkladitost trsu. Vsechna sesbirana data ze dvou
lokalit pro tyto znaky, byla podrobena QTL analyze pomoci programu R/Qtl
(Broman et al., 2003). U rozkladitosti trsu byla pozorovana velka variabilita i v ramci

jedné lokality, proto nebyl tento znak zahrnut do QTL analyzy.

Bylo identifikovano celkem 14 QTL lokust (Tab. V). Na chromozomu 6A™
nebyl identifikovano zadné QTL lokus, naopak na chromozomu 7A™ byly nalezeny
¢tyii QTL lokusy. Pro vahu tisice zrn bylo identifikovano nejvice QTL lokusd,
a to na chromozomech 2A™, 4A™, 7A™ a 1A™. Pro ochlupeni listii, rozpadavost klasu,
pocet obilek na klas a obsah dusiku v suSin¢ semene bylo identifikovano po dvou
QTL lokusech. Na chromozomu 2A™ byl nalezen QTL lokus pro vysku rostliny a také

jeden QTL lokus byl nalezeno pro délku klasu a to na chromozomu 7A™.

Vsechny identifikované QTL lokusy jsou znazornény na Obr. 6. QTL lokusy

jsou pojmenovany podle pouzivané nomenklatury.
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Tab. V: QTL lokusy nalezeny u T. monococcum L.

Znak QTL na Publikované QTL na ostatnich Citace
T. monococcum L. pSenicich
) QHa.ieb.5A™
Ochlupeni listt OHa.ieh.3A™ 4B, 4D Dobrovolskaya et al. (2007)
: m
ROZEI‘; dsiVOSt gEi:EEiim Nebylo publikovano
1B, 2B, 3A, 3B, 7A Maccaferri el al. (2008)
5A Peng et al. (2003)
Vyska rostliny QPh.ieb.2A™ 1A, 2D, 4A, 6A Borner et al. (2002)
2B, 2D, 3B,4B, 6A Marza et al. (2006)
1A, 1D, 3B, 4B, 5A, 6A, 6D, 7D Huang et al. (2004)
QTgw.ieb.2A™ | 3A, 7D, 5D, 6A, 1D Li et al. (2007)
QTgw.ieb.4A™ | 1B, 2A, 4A, 5A, 5B.5B, 6B, 7A, 7B | Peng et al. (2003)
Vaha tisice zrn QTgw.ieb.7A™ | 2B, 5B, 7A Groos et al. (2003)
OTaw.ieb 1A” 1B, 2D, 4B, 6A, 7A, 7D Huang et al. (2004)
2D, 3B, 5A, 7TA Cuthbert et al. (2008)
. ; m
P"éetlflg;lek na 82:':23';}1 5A, 5B, 7D, 2D, 1B, 7A Ma et al. (2007)
Obsah dusiku QGp.ieb.7A™ | 2A, 3A, 4D, 7D Groos et al. (2003)
V susin€ semene QGp.ieb.5A™ 7A, 2D Borner et al. (2002)
1B, 4A, 5A Borner et al. (2002)
Délka klasu QElLieb.7A™ | 1A, 2D, 5A, 7D Ma et al. (2007)

1A, 1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 7A, 7B

Marza et al. (2006)
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5 Diskuse

Pouzitim 82 RILs linii mapovaci populace odvozené z kiizeni T. monococcum
ssp. monococcum DV92 x T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 a 628 markert
(579 DAIT, 1 SSR, 9 IRAP a 39 STS marker() byla ziskana do této doby nejhustéjsi

geneticka mapa genomu A pSenice 0 celkové délce 829 cM.

V porovnani s jiz publikovanymi mapami genomu A se jedna piekvapivé
0 nejkrat$i mapu. Pro srovnani napf. geneticka mapa pro 74 F, linii mapovaci populace
vychazejici ze stejného kiizeni ma celkovou délku 1067 cM a 328 zamapovanych
RFLP markert (Dubcovsky et al., 1996). Dalsi mapa zalozena na 179 SSR a RFLP
markerech a 93 RILs liniich mapovaci populace z kiizeni T. monococcum x T. boeticum
(Singh et al., 2007) ma celkovou délkou 1260 cM. Nebo mapa progenom A
hexaploidni pSenice pro mapovaci populaci 96 DHLs linii méla celkovou délku
1 146 cM s 224 markery (Quarrie et al., 2005). Pravdépodobnym vysvétlenim pro mensi
celkovou délku nasi mapy V porovnani s ostatnimi mapami genomu A pSenice muze
byt charakter DArT markerd. Protoze DArT markery jsou dominantni a vétSina STS
markert pfidanych do této mapy byla také dominantni. TO znamena, ze jedna Ctvrtina
az polovina moznych rekombinaci muize byt utajena. Zohlednénim této skutecnosti
by celkova délka mapy byla asi 1036 —1243cM, coz koresponduje s délkami

jiz zminovanych T. monococcum L. map (Dubcovsky et al., 1996; Singh et al., 2007)

V nasi mapé je 4A™ chromozom nejkratsi, s49 zamapovanymi markery.
Ke stejnému vysledku dospéli i Dubcovsky et al. (1996) a Singh et al. (2007). Naopak
chromozom 4A u hexaploidni pSenice je geneticky i fyzicky druhym nejdel$im
chromozomem (Quarrie et al., 2005, Dolezel et al., 2009). Za relativné velkou délku
vdéci chromozom 4A translokacim. Prvni translokace nastala na urovni diploidniho
pfedka, kdy doSlo k translokaci 5AL chromozomu. Druh4 translokace ¢asti
chromozomu 7BS do chromozomu 4AL vznikla béhem evoluce u tetraploidniho piedka
hexaploidni pSenice (Devoset al., 2004). Maly pocet zamapovanych markeri na
chromozomu 4A™ mize svédEit o malé sekvenéni variabilité tohoto chromozomu mezi
liniemi, kterd je vSeobecné pfipisovana homogenizacnimu efektu rekombinaci
(Emrich et al., 2007). Na druhou stranu muze byt mala genetickd délka chromozomu
4A™ zpiisobena nizkou frekvenci rekombinaci, coz je v protikladu s piedeslym

predpokladem. Dalsim vysvétlenim mize byt maly pocet markert, které nejsou schopny
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odhalit vSechny rekombinac¢ni udalosti. Jednozna¢né odpovédi na tyto otdzky vyzaduje

dalsi studium.

5.2 QTL pro komponenty vynosu

DalSim cilem diplomové prace bylo otestovat vhodnost konstruované genetické
mapy pro QTL analyzu slozek vynosu a dal§ich znakli. Byla provedena analyza QTL
pro vynosové prvky (vaha tisice zrn, pocet obilek na klas a délka klasu),
tfi agronomicky vyznamné znaky (vyska rostliny, rozpadavost klasu a obsah dusiku
Vv susiné semen) a dva morfologické znaky, ve kterych se rodi¢e vyznamné odliSovali
(ochlupeni listd a rozkladitost trsu). Tyto znaky byly sledovany jeden rok ve dvou

lokalitach a ve dvou opakovanich.

Bylo identifikovano celkem 14 QTL lokust (Tab. V) v celém genomu.
U hexaploidni pSenice bylo zamapovano az 64 QTL lokusi pro 11 prostiedi
(Borner et al., 2002), coz by bylo 21 QTL lokust na jeden genom. V této studii
byl QTL experiment opakovan pouze jednou pro dvé lokality. Pfedpokladame, ze po
vice opakovéanich bude nalezeno vice QTL Ilokusii. Nejvice QTL lokusi bylo
na chromozomu 7A™, coz by mohlo souviset s nejvice zamapovanymi markery na tomto
chromozomu. Naopak na chromozomu 6A™ nebyl identifikovan 7adny. Pro nékteré
znaky jsou na tomto chromozomu minoritni QTL lokusy (LOD skoére nizsi nez 2).
Az vysledky z dalSich lokalit a sezon ukazou, jestli se tyto QTL lokusy dostate¢né

projevi.

Nejvice QTL lokusti, ¢tyfi, bylo nalezeno pro vahu tisice zrn,
ato na chromozomech 2A™, 4A™, 7A™ a 1A™. U hexaploidni p3enice je tento znak, také
zamapovan skoro na vSech chromozomech genomu A, s vyjimkou 1A chromozomu.
QTL lokusy pro véhu tisice zrn na chromozom 7A také identifikovali ve své praci
Peng et al. (2003), Groos et al. (2003), Huang et al. (2004) a Cuthbert et al. (2008).
JenPeng et al. (2003) identifikovali QTL lokus po vahu tisice zrn také
na chromozomech 2A a 4A. QTL lokus pro véhu tisice zrn na 1A nebyl nikde
identifikovan, ale byly identifikovany QTL lokusy na 1B a 1D chromozomech (Peng et
al., 2003; Huang et al., 2004; Li et al., 2007). Jestli se jedna o ortologni lokusy a nebo

uplné novy lokus, vyzaduje dalsi zkoumani.
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Dva QTL Ilokusy byly identifikovany pro pocet obilek na Kklas,
a to na chromozomech 7A™a 4A™. U hexaploidni psenice QTL pro pocet obilek na klas
byl zamapovan zatim jen na 7A chromozomu (Ma et al.,, 2007). Vé¢tSina praci
na hexaploidni pSenici se spiSe zaméfuje na znak pocet zrn na klas, ktery se sklada
Z poc¢tu obilek na klas a poctu zrn na obilku. V budoucnu by mohlo byt zajimavé
se zam¢fit na tyto znaky, protoze rodi¢e nasi mapovaci populace se v téchto znacich
vyrazné odliSuji. Rodi¢ovska linie DV92 ma jen jedno zrno na obilku, kdezto druha
rodicovska linie G3116 ma vétSinou dvé zrna na obilku. Minoritni QTL lokus pro pocet
obilek na klas byl nalezen na 1A™ chromozomu. Nejspise odpovida lokusu EPSA™1,
ktery ma pravdépodobné pleiotropni efekt, protoze ma vliv také na kveteni
a je ovlivitovan teplotou (Bullrich et al., 2002; Lewis et al., 2008). V dalsich sezonach

se ukaze, jestli se tento lokus projevi vyraznéji i v podminkach naseho experimentu.

Pro dalsi agronomicky vyznamny znak, délku klasu byl identifikovan jeden QTL
lokus na chromozomu 7A™. U hexaploidni pSenice byla délka klasu zamapovana jak
na 7A chromozomu (Marza et al., 2006) tak i na chromozomu 7D (Ma et al., 2007).
Tyto vysledky naznaéuji, ze pro oba tyto lokusy mapované na chromozomech 7,
se pravdépodobné jedna o homologni geny. Ma et al. (2007) pfipustili, ze QTL lokus
na chromozomu 7D mé nejvétsi vliv na délku klasu a ptisobi jinak na délku klasu

nez jiné QTL lokusy které mapovaly 2D a SA.

Pro znak rozpadavost Klasu, v anglické literatufe oznaCovany jako ,,brittle
rachis®, byl QTL lokus zamapovan na dvou chromozomech 1A™ a 3A™. Predpokladalo
se, Ze tento znak je spojen s domestikaénim lokusem Q, ale v posledni dobé se ukazalo,
ze tomu tak neni. Byly identifikovany dva geny Brl a Br2 jak u hexaploidni
tak i tetraploidni pSenice. Brl byl mapovan na 3AS chromozomu a Br2 na 3DS
chromozomu psenice (Li et Gill, 2006). Pravé gen Brl na 3AS chromozomu by mohl
odpovidat naSim zjiSténim.

Pro vysku rostliny byl identifikovan jen jeden QTL lokus na chromozomu 2A™.
U hexaploidni a tetraploidni pSenice byl QTL lokus pro vySku rostliny nalezen jen
na chromozomech 2B a 2D (Borner et al., 2002; Marza et al., 2006; Maccaferri et al.,
2008). Pro znak obsah dusiku v susin¢ semene byly identifikovany dva QTL lokusy
na chromozomech 7A™ a 5A™. Pro chromozom 7A také identifikoval QTL lokus

Borner et al. (2002). Rovnéz byl tento znak mapovan na chromozomu 7D (Groos et al.,
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2003). Na chromozomu 5A specificky lokus pro obsah dusiku v suSiné semene nebyl

zatim u hexaploidni pSenice nalezen.

Pro posledni znak, ktery jsme sledovali a ve kterém se rodicovské linie vyrazné
lisili, ochlupeni listi, byly identifikovany dva QTL lokusy na chromozomech 5A™
a3A™. Pro tento znak byly u hexaploidni pSenice mapovany dva QTL lokusy
Qhl.ipk-4B a QHLl.ipk-4D a gen HI2 na chromozomu 7BS (Dobrovolskaya et al., 2007).
QTL lokusy pro tento znak detekované u T. monococcum L. jsou S nejvetsi
pravdépodobnosti nehomologni k lokustim identifikovanym u hexaploidni pSenice

a pravdépodobné¢ jsou vysledkem nezavislé domestikace T. monococcum L.
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6 Zavér
Cilem diplomové prace bylo vytvofit genetickou mapu pro RILs mapovaci
populaci odvozenou zktizeni T. monococcum ssp. monococcum DV92  x

T. monococcum ssp. aegilopoides G3116 jako zaklad pro QTL analyzu slozek vynosu

a dalSich znakau.

Byla zkonstruovana genetickdi mapa pro vSech sedm chromozomu
T. monococcum L. o celkové délce 829 cM a s 628 zamapovanymi markery. Jedna

se tedy o do této doby nejhustsi mapu pro genom A psSenice.

Byly ziskany vysledky QTL analyzy pro celkem sedm znaki, tfi znaky
komponentli vynosu (védha tisice zrn, pocet obilek na klas a délka klasu), tfi znaky
vyznamné se podilejici na vynosu (vyska rostliny, rozpadavost klasu a obsah dusiku
Vv susiné semen) a jeden morfologicky znak, ve kterém se rodi¢ovské linie vyznamné
odlisovali (ochlupeni listit). Tyto znaky byly sledovany jeden rok na dvou lokalitach.
Bylo nalezeno celkem 14 QTL lokust na Sesti chromozomech. Bylo tedy ovéfeno, ze
tato mapa je dostate¢n¢ kvalitni pro QTL analyzu sledovanych znakli. Mapovéni
zminénych agronomickych znakti bude pokracovat v dalSich sezoénach a na dalSich

lokalitach aby byl omezen vliv prostfedi na mapovani danych znakd.
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AFLP

BAC

BC

Br
CAPS

CIM

cM
DArT
DH

El
EPSA™1
Es

EST

Gn

Gp

Ha

IRAP

LOD

Lr10

MIM

Pouzité zkratky

- Amplified Fragment Length Polymorphism, polymorfismus

amplifikovanych fragmentt

- Bacterial Artificial Chromosome, knihovna dlouhych fragmenti
- Backcross populace, populace zpétnych kiizenct

- pary bazi

- brittle rachis, gen podminujici rozpadavost klasu

- Cleaved Amplified Polymorphic Sequences

- Composite Interval Mapping, slozené mapovani pomoci

intervalu

- centimorgan

- Diversity Arrays Technology

- Doubled haploid lines, dihaploidni linie
- ear length, délka klasu

- Earlines per se

- ears shuttering, rozpadavost klasu

- Expressed Sequence Tag

- grain number, ocet obilek na klas

- grain protein, obsah dusiku v susin¢ semene
- hairy leaf, ochlupeni listt

- Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism, amplifikovany

polymorfismus mezi retrotranspozony

- Logarithm of the Odds (to the base 10), logaritmus
pravdépodobnosti (o zdkladu 10)

- gen rezistence proti rzi listové (Leaf rust)

- Multiple Interval Mapping, vicendsobné mapovani pomoci

intervalu
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Ph
QTL

RAPD

RFLP

RILs

SCAR

SIM

SNP

SSD
SSR
STS
Tgw

VRN

- plant height, vyska rostliny
- Quantitative Trait Loci, lokusy s kvantitativnim znakem

- Random Amplified Polymorphic DNA, nahodné amplifikovana
polymorfni DNA

- Restriction ~ fragment  lenght  polymorphism,  délkovy

polymorfismus restrikénich fragmenti
- Recombinant Inbred Lines, rekombinantni inbredni linie

- Sequence-Characterized Aamplified Region, amplifikovana

oblast charakterizovana sekvenci

- Simple Interval Mapping, jednoduché mapovani pomoci

intervalu

- Single Nucleotide Polymorphism, polymorfismus v jednom

nukleotidu

- Single-Seed Descent lines, jedno-semenové linie

- Simple Sequence Repeat, opakovani jednoduchych sekvenci
- Sequence-Tagged Sites

- hausend grain weight, véha tisice zrn

- geny jarovizace
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