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Souhrn

PSenice seta (Triticum aestivum L.) patii mezi nejvyznamnéjsi zemédélské plodiny
na svét¢ a pro vice nez 30% svétové populace predstavuje zakladni zdroj potravy.
Se zvétSujicim se poctem lidi zaroven stoupaji i ndroky na kvalitu a vlastnosti této plodiny,
nicméné, Studium pSenice je znesnadnéno velikosti jejiho genomu a piitomnosti
tfi homeolognich subgenomt (A, B, D). Kvyznamnym ztratdm pii péstovani pSenice
dochazi pisobenim msSice zhoubné. Jelikoz je mSice zhoubna odolnd vici pusobeni

pesticidi je vhodnou alternativou péstovani rezistentnich odrid vici tomuto skudci.

Predkladand prace je zaméfena na genetické mapovani v oblasti genu Dn2401,
podminujiciho rezistenci ke msSici zhoudné (Diuraphis noxia, Kurdjumov), ktery
se nachazi na kratkém rameni chromozomu 7D pSenice. Konstrukce vysoko-hustotni
genetické mapy je dalezitym krokem procesu pozi¢niho klonovéni, jehoz cilem je izolace

studovaného genu.

V ramci experimentalni ¢asti pfedkladané bakalatské prace byl zamapovéan novy
marker Xowm714 v ramci mapovaci populace C12401/Glupro-F2, s cilem zmensit interval
mezi hrani¢nimi markery Xowm711 a Xowm?713 (Mazacova, 2016). Zaroven byl v oblasti

mezi markery Xowm713 a Xowm714 nalezen novy rekombinant CI12401/Glupro-F2-1-38.



Summary

Bread wheat (Triticum aestivum) is one of the most agriculturaly important crops
species in the world and it is also a staple food for more than 30 % of world human
population. At the same time with the growing population, demands on the wheat quality
and characteristics increase. However, studying of wheat genome is hampered by its huge
genome size and presence of three homoeologous subgenomes (A, B and D). Russian
wheat aphid (Diuraphis noxia, Kurdjumov) causes huge loss in wheat cultivation. Russian
wheat aphid is rezistive against pesticides, so the right alternativ is breeding rezistant

variety.

Presented thesis is focused on genetic mapping of Dn2401 gene underlying
a resistence to the Russian wheat aphid, which is located on the short arm of chromosome
7D. Construction of high-density genetic map represents important step in the proces
of positional clonning which leads to the isolation of the gene of interest.

Within the aims of this thesis, a new marker Xowm714 has been mapped
in population Cl2401/Glupro-F2, to shorten the distance between flanking markers
Xowm711 and Xowm713 (Mazacova, 2016). Between markers Xowm?713 and Xowm714

has been found a new recombinant C12401/Glupro-F2-1-38.
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Uvod

PSenice seta (Triticum aestivum L., 2n = 6x = 42, AABBDD) patii
mezi nejvyznamnéjsi zeme&deélské plodiny na svété, jelikoz predstavuje zdroj potravy pro
30% lidské populace. Se vzrustajicim poctem obyvatel je nutné vylepsit vlastnosti této
plodiny, jako lepsi odolnost vié¢i biotickému a abiotickému stresu nebo jeji vynos. Vynos
muze byt snizovan puasobenim klimatickych podminek a skidct.

24

Kurdjumov), ktera zptusobuje nemalé ekonomické ztraty ve vétSiné vyznamnych oblasti
kde je pSenice péstovana. Jednim z projevll napadeni rostliny msici zhoubnou je svinovani
listh, které tak poskytuji Skiidcim ochranu pted insekticidy. JelikoZ jsou chemické i
biologické piistupy hubeni msic netéinné jevi se jako nejvhodnéjsi alternativa péstovani
odrtd rezistentnich vii¢i tomuto sktidci. Tyto odridy je mozné ziskat bud’ Slechténim odrad
nesoucich geny pro rezistenci, nebo vkladanim téchto genti do rostlin metodami genového
inZenyrstvi.

Predkladana bakalaiskd prace je zaméfena na genetické mapovani jednoho z nové
odvozenych markeri v oblasti genu Dn2401 podminujiciho rezistenci ke msici zhoubné.
Zahusténi genetické je nedilnou soucasti procesu pozi¢niho klonovani, ktery by mél v

budoucnu vézt k izolaci studovaného genu.



1 Cile prace
= Vypracovat literarni resersi na téma genetické mapovani a jeho vyuziti pro pozi¢ni
klonovani
= Osvojeni si zdkladnich metod pouzivanych v molekularni biologii se zamétenim na
genetické mapovani (izolace rostlinné DNA, PCR, elektroforeticka separace na
polyakrylamidovém gelu)

= Saturace genetické mapy v okoli genu Dn2401 pro rezistenci ke msici zhoubné
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 PsSenice seta

2.1.1 Charakteristika pSenice seté

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednodé€lozna, krytosemenna rostlina. Nalezi
do &eledi Poaceae (lipnicovité), podéeledi Pooideae a tribu Triticeae. Celed” Poaceae
(Obr. 1) je jednou z nejpocetnéjsich Celedi krytosemennych rostlin, kromeé pSenice seté sem

nalezi také naptiklad je¢men (Hordeum), kukufice (Zea), oves (Avena) a zito (Secale).

Aegilops spp.

Triticum aestivum (pSenice)

Secale cereale (zito)
Hordeum vulgare (je¢men)

Avena sativa

Pooideae
Festuca spp.

Lolium spp.

Oryza sativa (rvze) Oryzoideae

Eleusine indica Ch [oridoi(ll’ae
J

| POACEAE |
T

= [ BT

Pennisetum glaucum

Digitaria salguinalis

Sorghum bicolor s e
Panicoideae

Zea mays (kukuiice)

Obr. 1: Taxonomie ¢eledi Poaceae(Cervené je vyznacena PSenice seta-Triticum aestivum)
(upraveno dle: http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2012/schuh_anth/classification.htm,
online: 19.7. 2016)

Psenice seta (Obr. 2) je jednou z nejstarSich zemédé€lskych plodin a jeji péstovani je
neoddélitelné spjato s rozvojem moderni civilizace. Klicovym faktorem uspéSnosti
V péstovani pSenice je jeji vysokd adaptabilita na Siroky rozsah klimatickych podminek.
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V soucasnosti je zhruba 65% vypéstované pSenice vyuzito v potravindiském pramyslu,
17% procent slouzi jako krmivo pro zvifata a 12% je primyslové zpracovano naptiklad
jako biopalivo  (http://www.fao.org/docrep/018/i3107¢/i3107e00.htm).  PSenice je
zékladnim zdrojem potravy, jelikoZ je bohatym zdrojem proteinti, karbohydrati a minerala
(Mayer, 2014). Proto je vzhledem K rustu svétové populace nutné zvySovat jeji produkei,

coz nebude mozné bez Slechténi odrid s vyssimi vynosy.

Obr. 2: Psenice seta (Triticum aestivum L.)
(http://www.phytoimages.siu.edu/imgs/paramanl/r/Poaceae_Triticum_aestivum_48681,
online:19.7. 2016)

Studium a Slechténi pSenice je znesnadnéno samotnym charakterem jejiho genomu.
PSenice seta (2n = 6x = 42, AABBDD) je allopolyploidni rostlina, jejiz jaderny genom
je slozen ze tii homeolognich subgenomi A, B a D a vynika svou velikosti (17 Gb)
(Bennett et Smith., 1991). Ptitomnost tfi subgenomut je vysledkem dvou na sobé
nezavislych hybridiza¢nich procesii mezi tfemi diploidnimi druhy Triticum urartu, blizce
ptibuznym druhem dne$nimu Aegilops speltoides a Aegilops tauschii (Obr. 3). K prvni
hybridizaci doslo pied 0,5 az 3 miliony let mezi druhem T. urartu (2n = 2x = 14, AA)
a druhem ze sekce Sitopsis blizce pfibuznym dne$nimu Ae. speltoides, ktery byl donorem
subgenomu B. Vysledkem této hybridizace byl tetraploidni druh pSenice Triticum turgidum
(2n = 4x = AABB) (Petersen et al., 2006; Feuillet et al., 2008) jehoz poddruh Triticum
turgidum ssp. durum (psenice tvrda) je v soucasnosti Vyuzivan pro vyrobu téstovin.
K druhé hybridizaci doslo pied 8 000 lety a to mezi druhy T. turgidum a Ae. tauschii
(2n = 2x = 14), ktery se tak stal donorem subgenomu D. Vysledkem tohoto kiiZeni
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je hexaploidni psSenice T. aestivum (2n = 6x = 42, AABBDD) (Feldman et Levy, 2005;
Salamini et al., 2002; Keller et al., 2005).

Kazdy ze tfi homeolognich subgenomu (A, B a D) je tvofen zvice nez 80%
repetitivnimi sekvencemi DNA (Paux et al., 2008). Ptitomnost obrovského poctu navzajem
si podobnych sekvenci DNA ztézuje Cteni genomu pSenice, vyvoj DNA markerd pro

pouziti ve slechténi a klonovani dilezitych geni.

Predchudce
obsahujici
Pribuzny dne$niho RS S
Aegilops tauschii Triticum urartu Aegilops speltoides Ch(’d"_mf?g;“"
DD AA BB e
, \ /
l \
0
| Tetraploidni
‘ predchudce Pied 500 000
dnesni pSenice lety
\ F= - . tvrdé
Triticum turgidum
\ AABB :
\ .
\ \\) :
W oo N :
[ \ i '
" U\ =
X \/ N ;
\‘4\ 45’ Hexaploidni '
NN predchidee Pred 8000
Triticum aestivum SRS ST lety '
AABBDD i ;

PSenice seta PSenice tvrda '

Obr. 3: Schéma puvodu hexaploidni pSenice Triticum aesetivum (upraveno dle
http://www.wheatgenome.org/News/Media-resources/Fact-Sheets-Infographics/Origin-of-
Wheat, online:19.7. 2016)
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Jak je uvedeno vyse, studium pSenice znesnadniuje slozitost jejiho genomu, proto
bylo dilezit¢ ho néjakym zplisobem zjednodusit. V této oblasti ma obrovsky vyznam
pratokova cytometrie, jelikoz umoziuje tfidéni chromozomi a tim snizuje komplexitu
hexaploidniho genomu (Dolezel et al., 2007; Dolezel et al., 2012). Pomoci této
metody, je mozno tiidit az 1000 neporuSenych, mitotickych, rostlinnych chromozomu
za sekundu (Saféf et al., 2010). Chromozémy jsou izolovany z kofenovych $picek, které
jsou bohaté na mitoticky dé€lici se buiky zastavené v metafazi (Dolezel et al., 1992).
Vysledkem analyzy v pratokovém cytometru je histogram, kde je v idealnim ptipad¢ kazdy
chromozém predstavovan jednim pikem (Safat et al., 2010). Tiidéni chromozomil, nebo
jejich ramen, tvorba knihoven dlouhych insertii specifickych pro jednotlivd ramena

(http://olomouc.ueb.cas.cz/dna-libraries/cereals) a z nich vzniknuvsi fyzické mapy byly

Svétovym konsorciem pro studium genomu pSenice (International Wheat Genome

Sequencing Consortium = IWGSC http://www.wheatgenome.org) po dlouhou dobu

povazovany za nezbytné kroky pro ziskdni kompletni referenéni sekvence genomu
pSenice, nicméné¢ do soucasné doby byly vytvofeny a publikovany fyzické mapy pouze
pro néktera chromozémova ramena nebo chromozémy (Akpinar et al., 2015; Breen et al.,
2013; Kobayashi et al., 2015; Lucas et al., 2013; Paux et al., 2008; Philippe et al., 2013;
Poursarebani et al., 2014; Raats et al., 2013).

2.1.2 Kratké rameno chromozomu 7D pSenice

Na kratkém rameni rameni chromozému 7D (7DS) o délce 381Mb (Safét et al.,
2010) se nachazi cela fada genli, mimo jiné i geny podminujici rezistenci k msici zhoubné.
Konkrétné osm, z dosud zndmych ¢trnacti gent rezistence ke msici, bylo zamapovano
do oblasti tohoto ramene (Liu et al., 2005; Liu et al., 2002; Liu et al., 2001). Na rameni
7DS jsou lokalizovany i dal§i geny rezistence, napt. v lokusu Lr34 se nachazeji geny
podmifiujici rezistenci K rzim a padli (Krattinger et al., 2009b). Dale byly na tomto rameni
charakterizovany geny kodujici vyznamné znaky souvisejici s vynosem, podmifiujici napf.
pocet zrn na klas, hmotnost zrn v klasu nebo velikost rostliny. (Huang et al., 2004; Roder
et al., 2008).
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2.2 MSice zhoubna

2.2.1 Charakteristika mSice zhoubné

Msice zhoubna (Diuraphis noxia, Kurdjumov) (Obr. 4) je fazena do fadu
stejnokiidli (Homoptera) a ¢eledi msicovité (Aphididae). Objevena byla teprve v roce 1986
ve Spojenych statech americkych (Webster et al., 1987). Jedinci maji svétle zelené
zbarveni a dosahuji velikosti az 2,3 mm (Fry¢ et Rychly, 2014). Vyskytuji se v mnoha

charakteristickych formach, které zéviseji na obdobi jejich zivotniho cyklu (Edwards

et Heath, 1964). Populace se skladaji z oktidlenych a bezkiidlych Zivorodych samicek
(Hongk et al., 2002).

Obr. 4: MSice zhoubna (Diuraphis noxia) (Pfevzato z: http://cg-base.org/, online: 19.7.
2016)

Msice patfi mezi vyznamné Sktidce obilnin, nejvice pak napadaji pSenici (Triticum
aesetivum L.) a je¢men (Hordeum vulgare L.) (Fazel-Najafabadi et al., 2014). Rostliny
jsou msicemi poskozovany jak pfimo tak nepiimo. Pfimé skody vznikaji sanim, kdy msice
rostlindm odcerpavaji velky dil asimilatd transportovanych do sinkd z blizkych zdrojovych
organl. Z rostlinné $tavy odebiraji predev§im volné aminokyseliny, zatimco cukerné
slozky, které jsou v potravé v nadbytku, vylucuji jako nazloutlou lepkavou tekutinu, ktera
na listech zanechava skvrny. Tyto skvrny mohou nasledné portstat mycelia ¢erni, ¢imz

dochazi ke ztraté asimila¢ni plochy (Honék et al., 2002).
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Napadeni msici zhoubnou (Obr. 5) se na rostliné projevuje bilymi, zlutymi
¢i fialovymi podélnymi pruhy na listech, za souc¢asného podélného svinovani listd. Listy
svinut¢ do rulicek poskytuji msicim nejenom ukryt a ochranu pied insekticidy
a pfirozenymi nepiateli, ale je to také vhodné misto k rozmnozovani (Fry¢ et Rychly,
2014). Mezi piirozené nepiatele msSic se fadi rizné druhy hmyzu, jako jsou zejména
slunéckoviti (Coccinellidae), larvy much pestfenek (Syrphidae) nebo brouci z celedi
zlatoockoviti (Chrysopidae) (Hon¢k et al., 2002).

Obr. 5: Znaky napadeni pSenice msici zhoubnou. (a) Deformace klasu ve srovnani se
zdravym klasem. (b) Podéln¢ svinuté listy se zlutym pruhovanim. (Pfevzato z:

http://www.fao.org/docrep/006/y4011e/y4011e0x.htm, online: 19.7. 2016)

Bé&zné pouzivanou ochranou rostlin pfed mSicemi jsou insekticidy. Vyznamny
nastup chemické ochrany proti mSicim nastal v padesatych letech, ovSem zavedeni
syntetickych ptipravkll vedlo k rychlému vyvoji rezistence msic proti témto pfipravkiim
(Hongk et al., 2002). Nejvhodnéjsim piistupem je péstovani odrud rezistentnich vici msici
zhoubné, jelikoz je to ekonomicky vyhodné a nedochazi k zatézovani Zivotniho prostiedi

insekticidy (Liu et al., 2005).
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2.2.2 Rezistence k msici zhoubné u pSenice seté

2.2.2.1 Typy rezistence

Kazdy rostlinny druh je denné ohrozovan stovkou riznych druhl patogent
a Skiidct. Nachylné rostliny jim mohou za vhodnych teplotnich a vlhkostnich podminek
podlehnout, zatimco rezistentni rostliny piezivaji (Kadela et al., 1989). Rezistence je tedy
schopnost hostitelského organismu odolavat utokiim patogenti nebo $ktudcl. Rezistenci
ke Skidcim, tedy i k mSicim, dé€lime do tfi kategorii-antibi6za, antixen6za a tolerance

(Smith, 2005).

Jako antibidza je oznaCovana reakce hostitelského organismu, ktera ovliviiuje
zivotaschopnost Skiidce. Obranné mechanismy rostliny mohou byt jak chemické
tak morfologické. Takto zasazeni Sklidci se vyznacuji mensi velikosti, ztratou vahy a nizsi
plodivosti. Antibiotické Uc€inky rezistentni rostliny jsou bud’ akutni, nebo chronické.
V obou piipadech je toto ptisobeni pro sktdce letalni, ale u chronického poskozeni dochazi

K umrti ve vyssich stadiich vyvoje (Smith, 2005).

Antixen6za je schopnost rostliny pisobit na skiidce jako nevhodny hostitel.
Potencialni Sktidce si poté vybira alternativni rostlinu. Rostlina se mize branit pomoci
fyzickych bariér, jako jsou ztlustéla epidermis, zvySeni poctu trichomil, voskovité
listy, stonky nebo plody. V jiném piipad¢ rostliny produkuji specifické latky, které skudce

odrazuji od konzumace ¢i kladeni vaji¢ek (Smith, 2005).

Poslednim typem rezistence je tolerance, schopnost rostliny poskytovat patogenu
zivné prostfedi, aniz by se jeho pfitomnost projevila silnymi pfiznaky (Kidela
et al., 1989). Tolerantni rostliny tedy maji schopnost utok $kiidce ustat a nasledné se z n¢j
zotavit. Rostliny jsou schopny opravovat posSkozena pletiva diky zvySené fotosyntéze,
rychlejSimu rustu a lepSimu vétveni (Smith, 2005). Tento typ rezistence jako jediny neni

pro Skidce letalni.

2.2.2.2 Geny podminujici rezistenci k msici zhoubné

Geny rezistence k msici zhoubné byly identifikovany v riznych kultivarech a liniich
pSenice, ryze a Aegilops tauschii (Nkongolo et al., 1991; Marais et al., 1998; Martin
et al., 2001; Liu et al, 2001, 2002; Peng et al., 2009). V soucasné dobé
je na chromozomech 7D a 1D blize charakterizovano 14 genti podminujicich tuto
rezistenci, ale pouze nékteré z nich udeluji rezistenci k vysoce virulentni msici zhoubné

(US RWA biotype 2). Jednim z téchto gend je Dn2401 (Obr. 6), ktery se nachazi
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Vv centralni oblasti kratkého ramene chromozomu 7D ( 7DS) (Stanikova et al., 2015). I ptes

tyto znalosti se zatim zadny nepodatilo izolovat (Botha et al., 2014).
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2.3 Pozi¢ni klonovani

Pozi¢ni klonovani je metoda pouzivand pro izolaci genu, jehoz sekvence neni
pfedem znamd, a to na zaklad¢ znalosti jeho pozice na genetické a fyzické mapé.
V idealnim ptipad¢€ je vystupem celého procesu pozi¢niho klonovéni izolovany gen, ktery
je diky klasickému Slechténi nebo diky metoddm genového inzenyrstvi mozné vnést
do jiného jedince a tim i znak izolovanym genem podminény. Lze tak vytvofit napiiklad
jedince odolnéjsi viici patogentim, ¢i jedince s lepsi schopnosti piizptsobit se okolnim

podminkam.

2.3.1 Princip pozi¢niho klonovéni

Pomoci pozi¢niho klonovani je mozné izolovat geny velkého ucinku (majorgeny)
i geny podminujici kvantitativni znaky (tzv. QTL = quantitative trait loci) (Salvi
et Tuberosa, 2005). Nicmén¢ klonovani QTL je vyrazné slozit&jsi. Pro zjednoduSeni bude

tedy zékladni princip pozi¢niho klonovani popsan na piikladu izolace genu velkého G¢inku

(Obr. 7).

Jak jiz bylo zminéno vysSe pro izolaci genu, je nezbytnd znalost jeho pozice
na genetické mapé. Proces ur€ovani pozice genu/markeru na genetické mapé€ je oznaCovan
jako genetické mapovani a jeho hlavnim néstrojem jsou mapovaci populace. Prvnim
krokem pro odvozeni mapovaci populace je nalezeni jedinctu stejného druhu s kontrastnim
fenotypem v daném znaku, ktefi jsou v daném znaku homozygotni. V pocatecni fazi
pozi¢niho klonovani se provadi tzv. hrubé mapovani, pro néjz je dostacujici F2 mapovaci
populace ¢itajici 100 — 200 jedinct (Krattinger et al. 2009). Nezbytnou podminkou
je znalost fenotypového projevu sledovaného znaku u vSech jedinci dané mapovaci
populace. Dalsim krokem je genotypizace populace pomoci Sirokého spektra
jiz zamapovanych genetickych markeri, které by mély rovnomérné pokryvat vSechny
chromozémy v genomu. Diive se genotypovani populace provadélo pomoci PCR, tento
pristup je vSak Casov€ narony a proto se v dneSni dobé vice vyuziva genotypovacich
platforem na bazi ¢ipli (microarrai) Citajici stovky az tisice markerd (napt. DArT, SNP,

ISBP) (Gupta et al., 2008).

DalSim krokem je tzv. jemné genetické mapovéni, které vice upfesni pozici
studovaného genu nav ramci konkrétniho chromozodému/chromozémového ramene.
Soucasti je tedy konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy, k ¢emuz je nezbytné,
nejenom odvozeni dostateného mnozstvi novych genetickych markert, které jsou v té€sné
vazbé se studovanym genem, ale i mapovaci populace ¢itajici tisice jedinct (Krattinger
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et al., 2009). Timto postupem lze uréit co nejpresnéjsi pozici studovaného genu
na chromozomu, ktera je vymezena dvéma hrani¢nimi markery s co nejtésnéjsi vazbou
k danému genu. Nyni uz jsou pro dalsi genetické mapovani a fenotypovani vybirani jedinci
z populace, u kterych doSlo k rekombinaci mezi hrani¢nimi markery (Krattinger

et al., 2009).

Nésledujicim krokem pozi¢niho klonovani je tvorba fyzické mapy pokryvajici
oblast vymezenou hranicnimi markery. Fyzickd mapa je tvofena piekryvajicimi se klony
z DNA knihoven dlouhych inserti, které jsou uspotadany do kontigt. Pokud fyzicka mapa
pro danou oblast neni dostupnd, je mozné ji nové vytvorit a danou oblast tak preklenout
pomoci metody oznaCované jako chromosome walking. Nicméné v piipadé genu, ktery
je predmétem této bakalafské prace, nebylo nutné chromosome walking provadét.
Dtvodem je dostupnost fyzické mapy ramene 7DS pSenice, kterd byla vytvoiena z BAC
knihovny specifické pro 7DS (Simkova et al., 2010) v ramci projektu podporovaného
svétovym konsorciem IWGSC. Dostupnost fyzické mapy tak vyrazn¢ urychlila cely proces
pozi¢niho klonovani daného genu. V tomto ptipadé byl proveden skrining BAC knihovny
pro 7DS hrani¢nimi makrery pomoci PCR, ¢imz byly identifikovany klony z jednoho
kontigu fyzické mapy a tim byla zaroven kontinualné pteklenuta oblast studovaného genu.
Pokud by byly klony nalezeny v riiznych kontizich, bylo by nutné z koncti danych kontigt
odvodit nové, jednolokusové markery, s jejichz pomoci by byla opét skrinovani knihovna

za ucelem nalezeni dalSich kontigh v pofadi.

Poslednim krokem pozi¢niho klonovani je izolace a ovéfeni funkce studovaného
genu. Tato faze zahrnuje sekvenovani oblasti (klond/kontigh fyzické mapy) vymezené
hrani¢nimi markery a jejich néslednou anotaci, coz je porovndvani sekvenci klonl
s jiz diive charakterizovanymi sekvencemi z riznych databazi. Finalnim krokem je pak
ovéteni funkce izolovaného genu, kdy jsou vyuZivany napf. metody genového inZenyrstvi
pro vneseni genu do genomu jedince, u kterého nedochazi k projevu studovaného znaku.
V opacném piipadé je pak mozné u jedinci, u kterych k projevu studovaného znaku
dochéazi, gen vypnout.

Jednou z nejvyznamnéjsich ¢asti pozi¢niho klonovani je genetické mapovani, které
je také hlavnim tématem této bakalafské prace. Proto jsou nasledujici kapitoly zaméfeny
pravé na genetické mapovani, jeho princip, mapovaci populace a markery, které jsou

pro tento proces vhodné.
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2.4 Genetické mapovani

Genetické mapovani je zakladnim piistupem ke studiu genomu, umoziujici
mapovani genl detekovatelnych pouze jako fenotypové znaky, jehoz vystupem jsou
genetické mapy zobrazujici vzajemnou vzdalenost riiznych genetickych komponent
(markery, geny) v genomu. Vzdalenost markerl na genetickych mapach je vyjadifovana
Vv centimorganech (cM) a odrazi frekvenci rekombinace mezi témito markery.
Pravdépodobnost 1% vyskytu rekombinaci mezi dvéma znaky (markery) v potomstvu
odpovidd 1 cM. Genetickd mapa udava pouze relativni vzdéalenost a pofadi gent
na chromozoému. Jejich vzdalenosti tak neodpovidaji redlnym vzdalenostem vyjadienych

V parech bazi, které udavaji mapy fyzické.

Zakladem genetického mapovani je rekombinace mezi polymorfnimi useky DNA.
Pravdépodobnost, Ze dojde k rekombinaci na dvou tsecich chromozému, obecné zavisi na
jejich fyzické vzdalenosti. Cim je jejich fyzicka vzddlenost mensi, tim vétsi
je pravdépodobnost, Ze po prichodu meiotickym délenim zlstanou markery pii sobé,
nedojde k rekombinaci a jejich oddéleni. Se zvétSujici se vzdalenosti mezi témito useky
se zarovei snizuje geneticka vazba a tim se naopak pravdépodobnost rekombinace zvysuje.
Proto je sila genetické vazby méfitkem fyzické vzdalenosti. Nicméné frekvence
rekombinaci je ovlivnéna strukturou chromozému, coz ma za nasledek, ze neni v celém
genomu konstantni. Pfikladem je potlaceni rekombinace v okoli heterochromatinu (napft.

centromerick4 oblast).

Analyza genetické vazby je zaloZend na frekvenci rekombinaci a potfadi vazebnych
usekli. Vyhodnoceni se provadi statisticky za pouziti pravdépodobnostnich rovnic
(Haldane et Smith 1947) Velké objemy dat jsou poté zpracovavany pocitatovymi
programy, které na jejich zaklad€ sestavi genetickou mapu. Mezi nejznaméjsi patii

JoinMap (Stam 1993) a MAPMAKER (Lander et al. 1987).

2.4.1 Mapovaci populace

Nezbytnym nastrojem pro genetické mapovani jsou mapovaci populace. Zakladem
pro vytvotfeni mapovaci populace je vybér rodi¢l polymorfnich (kontrastnich) v ur¢itém
znaku, v idealnim p¥ipadé v homozygotnim stavu. Cim vice se budou dani rodiée lisit, tim
bude popsano vice genetickych faktort. DalSim dilezitym bodem, ktery je pii vytvareni
mapovaci populace nutno zvazit je zpusob reprodukce dané rostliny. RozliSujeme dva

typy, rostliny cizospras$né jako napf. kukutice a cukrova fepa, které k opyleni potiebuji pyl
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jiné rostliny a rostliny samosprasné u kterych dochdzi k opyleni vlastnim pylem, jako napf.

raj¢e, sOja nebo psenice (Meksem et Kahl, 2006).

2.4.1.1 F2 mapovaci populace

Populace jedinci F2 generace (Obr. 8) je nejjednodussi formou mapovaci populace. Vznik
této populace je popsan Mendelovymi zakony. Nejdiive dochazi ke zkiizeni
homozygotnich rodici (P1 a P2), vSichni vysledni potomci (F1 generace) jsou
heterozygotni. Nasledné¢ u potomkl dochézi k samospraSeni a vznikd populace F2
vpoméru 1:2:1 (homozygoti jako Pl:heterozygoti:homozygoti jako P2). Jedinci F2
populace jsou tedy vysledkem meiozy, béhem které dochdzi k rekombinaci genetického
materialu. Nevyhodou F2 mapovacich populaci je fakt, ze neni mozné tyto populace

pifemnozovat (Schneider, 2005).

x II Rodi&e (P1, P2)
I x F1 generace

Gamety jedincu
F1 generace

i i H ! F2 generace

Obr. 8: Schéma vzniku F2 generace. Jako P1 je ozna¢en homozygot recesivni, jako P2
potom homozygot dominantni. Oznaceni F1 je pro potomky heterozygotnich jedinct. F2

je oznaceni pro potomky vzniklé samosptasenim (Upraveno dle: Schneider, 2005).

2.4.1.2 Rekombinantni inbredni linie (RIL)
Rekombinantni inbredni linie jsou homozygotnimi potomky vzniklymi

neékolikandsobnym samospraSenim jedinct z F2 generace (minimalné 6 generaci). Tyto
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linie jsou také Casto nazyvany jako single-seed descent lines coz znamend, ze jedno
semeno kazd¢ linie je zdkladem dalsi generace. Vyhodou RIL je, Ze genom projde mnoha
meidzami, nez vznikne homozygotni jedinec, proto je vys§i 1 pocet rekombinaci
ve srovnani s F2 populaci (Meksem et Kahl, 2006). Vyhodou tohoto typu populaci
je, ze opakovanym samosprasenim po nékolik generaci je dosazeno témet homozygotniho
potomstva, tedy i k fixaci studovanych znakl. V dalSich generacich lze tak linie libovolné
pfemnozovat, protoze je jiz natolik potlacena segregace znakli, Zze kni prakticky

nedochazi.

2.4.1.3 Populace zpétnych kiizenct (backcross populations) a téméf izogenni linie (NILs)

Vyuzivaji se pro analyzu specifického DNA fragmentu nachazejiciho se u jednoho
z rodica (donor) na pozadi genotypu druhého rodice (recipient). Tento postup se oznacuje
jako zpétné kiiZeni, jelikoz heterozygotni jedinec F1 generace je zpétné zkiizen
s recipientnim rodi¢em. Diky tomu jsou useky donorového rodice, které nejsou ve vazbé
oddéleny segregaci. Zarovei je diky rekombinaci s recipientnim rodi¢em minimalizovana
délka fragmenti DNA, které ve vazbé jsou. Zpétné kiizeni se mnohokrat opakuje,
aby doslo k jest¢ vétsi redukei fragmentti donorového rodic¢e. Kazdé opakovani tak snizi

velikost useku o 50% (Schneider, 2005).

Opakovanym zpétnym kiiZzenim vznikaji tzv. témé&f izogenni linie linie (= Near
Isogenic Lines, NILs). Tyto rostliny obsahuji jiz jen velmi maly asek DNA donora, ktery
zahrnuje jeden nebo malo donorovych lokusti a aby doslo k zafixovani genomu donora,

je nutné provést dvé kola samospraseni. (Schneider, 2005).

Zpétné kiiZzeni je vhodnym pfistupem, pro pieneseni sledovaného znaku
do kultivaru, ktery jiz nese jiné pozadované vlastnosti. Jedinou podminkou je, aby se tyto

dvé linie daly kiizit a zaroven méli fertilni potomky (Meksem et Kahl, 2006).

2.4.2 Markery pro genetické mapovani

Jako genetické markery oznacujeme urcité dédi€né znaky, které umoZiluji
detekovat rozdil v sekvenci DNA mezi dvéma jedinci. Idedlni markery jsou takové, které
1ze velmi jednoduSe pouzit a reprodukovat, zaroven jsou financné nenarocné a vykazuji
vysoky stupeni polymorfismu. V soucasné dob¢ je pak také kladen diiraz na moznost
automatizace a navysSovani kapacity analyzy (high-throughput analysis), béhem které jsou

markery pouzivany.
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Markery délime do tii zdkladnich skupin podle toho, na jaké urovni je detekovan
rozdil mezi jedinci. Pokud je rozdil na urovni fenotypové hovofime o markerech
morfologickych, pokud na trovni proteinti jedna se o markery biochemické a jako DNA
markery oznaCujeme takové, které zahrnuji variace na urovni DNA. Pro blizsi vysvétleni
byly vybrany typy markerd, které jsou v soucasné dobé& aktudlni pravé z hlediska

automatizace a vysoké kapacity jejich analyzy.

2.4.2.1 SNP markery

Jako jednonukleotidové polymorfismy (Single Nucleotide Polymorphism)
ozna¢ujeme kodominantni markery, které maji polymorfismus na sekvencni trovni.
K hledani jednonukleotidovych polymorfysmii se vyuziva sekvenovani daného lokusu
a nasledné porovnani sekvenci zkoumanych jedinci. Tento pfistup vSak neni vhodny pro
komplexni genom hexaploidni pSenice, jelikoz primery soucasné amplifikuji lokusy ze tii
subgenomd, coz znesnadnuje sekven¢ni analyzu (Ganal et Roder, 2007). Jednim z feSeni
jak tuto prekazku piekonat je vyuziti bioinformatiky a databazi ESTu (Expressed Sequence
Tags = koncové sekvence z CDNA), ve kterych je ptiblizné 500 000 téchto sekvenci
odvozenych z genomu pSenice (Lazo et al., 2004). Dalsi moznosti jak zredukovat
komplexitu hexaploidniho genomu psenice je identifikace SNP pomoci specifickych

primert pro jednotlivé subgenomy.

2.4.2.2 ISBP markery

ISBP (Insertion Site Based Polymorphism) jsou markery odvozené z repetitivnich
sekvenci DNA (Paux et al., 2006). Do téchto sekvenci jsou inzerci vlozené transponované
elementy. V mistech inzerce vznikaji spoje, které je nasledné mozné nalézt pomoci
specifickych primerd. Pro odvozeni primerGi je mozné vyuZzit pocitaCovy program
IsbpFinder, ktery detekuje spoje mezi transponovanymi elementy a automaticky
na né navrhne primery (Paux et al., 2010). ISBP markery maji vyuziti v evoluénich
studiich, genetickém 1 fyzickém mapovani v€etné mapovani pomoci radiacnich hybridi

(Paux et al., 2010).

2.4.2.3 DAIrT (Diversity Array Technology) markery

DArT je vysokokapacitni technologie zaloZzena na hybridizaci, které byla vyvinuta
jako alternativa pro markery zalozené na PCR (Jaccoud et al., 2001). Jejich vyhodou
je, ze umoznuji analyzu nékolik stovek tisici lokusti bez ptedchozi znalosti sekvence.

DArTy vytvafeji celo-genomové fingerprinty tim, Ze vyhodnocuji pfitomnost nebo
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nepfitomnost DNA fragmenti ve vzorcich genomické DNA (Peleg et al., 2008).
V soucasné dob¢ dochazi k prudkému vyvoji sekvenacnich technologii nové generace
(NGS), coz mé v ptipadé analyzy genotypu za nasledek stale Castéjsi vyuziti varianty

DATrT markert, markerti s ozna¢enim DArTseq.

3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Pro ucely piedkladané bakalarské prace byla pouzita mapovaci populace F2 pSenice
seté (Triticum aestivum), pochazejici z kiiZzeni kontrastnich rodi¢u pro rezistenci ke msici
zhoubné, odrid psSenice CI2401 (rezistentni) a Glupro (citlivd). Vysledna mapovaci
populace s oznac¢enim CI2401/Glupro-F2 a citajici 333 jedinct pak vznikla spojenim dvou
mapovacich populaci, kdy prvni z nich (184 jedincti, C12401/Glupro-F2-1) byla poskytnuta
prof. Norou Lapitan (Colorado State University, Colorado USA). Pro druhou mapovaci
populaci (149 jedinci, CI2401/Glupro-F2-2), pak byla prof. Lapitan dana k dispozici
semen a mapovaci populace byla dopé&stovana na Ustavu Experimentalni Botaniky AV CR,

v.v.1i. Olomouc a rostliny byly poskytnuty pro ucely bakalaiské prace.

V ramci analyzy genotypu jedinci mapovaci populace byla pro optimalizaci
podminek PCR testovaného markeru pouzita DNA tfidénych chromozomovych ramen
pSenice seté 7AS, 7BS a 7DS, DNA rodi¢i mapovaci populace (CI12401, Glupro) a zaroven

celogenomova DNA izolovana z rostlin pSenice kultivaru Chinese Spring.

3.1.2 Ptistrojové vybaveni

e Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort, Belgie)

e Elektroforetickd aparatura C-DASG-400-500: Dual Adjustable Mega-Gel Kit
(C.B.S. Scientific, USA)

e Dokumentaéni systém pro analyzu elektroforetického gelu ChemiGenius
Bioimagining Systém (Syngene, GB) s transluminatorem model GVM20 (Syngene,
GB)

e Termocykler C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

e Vodni lazen GRANT SUB6 (Grant Instruments, GB)

e 96-kapilarovy sekvenator 3730x1 DNA analyzer, (Applied Biosystems, USA)
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3.1.4

Homogenizacni oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)
Stolni centrifuga IEC Micromax RF (Thermo Scientific, USA)
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

Chemikalie

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva, Némecko)

Akrylamid: N, N — methylenbisakrylamid 19:1, 40% roztok (Fluka Analytica,
USA)

Deionizovana voda

Ethidium bromid (Sigma Chemical, USA)

Exonukleaza I (Fermentas, Kanada)

N, N, N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Fluka BioChemica, Sigma-
Aldrich, USA)

PCR primery

Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, USA)

Termosenzitivni alkalicka fosfataza FastAP (Fermentas, Kanada)

Velikostni marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder plus (Fermentas, Kanada)

Pufry a roztoky

10xPCR pufr

100 mM Tris-HCI pH 8,8

15 mM MgCl,

500 mM KClI

1% Triton X-100

Cresol Red

7,5 g sachar6za

50 mg Cresol Red

Doplnit do 100 ml H,O
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Nedenaturujici 3,5 % polyakrylamidovy gel

3,5 % akrylamid:bisakrylamid
0,073 % (v/v) TEMED
0,066 % (w/v) APS

0,5% pufr TBE

TBE pufr
X 0,5x
445 mM Tris baze 45 mM Tris baze

445 mM Kyselina borita 45 mM Kyselina borita
10 mM EDTA 1 mM EDTA

pH 8 pH 8

3.1.5 Komer¢ni kity
e BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA)
e NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel, Némecko)

3.2 Metodika

3.2.1 Izolace rostlinné DNA

Pro izolaci bylo pouzito pfiblizné 100 mg Cerstvych lista, které byly odebrany ze tii
tydny starych rostlin, mapovaci populace C12401/Glupro-F2 Nasledné byly listy suseny
po dobu piiblizné 48 hodin pii teploté 37 °C. Vysusené listy byly homogenizovany pomoci
sklenénych kuli¢ek o priméru 0,5 cm v homogenizacnim oscilatnim mlynu. Poté byla
rostlinna DNA mapovaci populace izolovana pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Plant
Il. Vysledna koncentrace izolované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometru

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA).

3.2.2  Genetické mapovani markeru Xowm714

V praci Stanikové et al. (2015) byly v blizkosti genu Dn2401 lokalizovany markery
Xowm705 a Xowm71l a oznafeny jako hrani¢ni markery tohoto regionu. V ramci
diplomové prace Mgr. Miry Mazacové (Mazacova, 2016) byla upfesnéna vzdalenost mezi
témito markery a genem Dn2401 azaroven byl odvozen a zamapovan novy marker

Xowm713. Na tyto dvé studie (Mazacova, 2016; Stankova et al., 2015) pak navazalo
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odvozeni nového markeru Xowm714 dle metodiky Stankova et al.(2015) (odvozeni neni
pfedmétem predkladané bakalaiské prace) a jeho zamapovani do genetické mapy. Byla
provedena genotypizace 149 jedincti mapovaci populace CI2401/Glupro-F2-2 a ziskana
data pak byla slouCena s informacemi o genotypu 184 jedincii mapovaci populace
CI2401/Glupro-F2-1 a fenotypovymi daty vSech 333 jedinct z obou populaci. Kompletni
data pak byla pouzita pro aktualizaci genetické mapy oblasti genu Dn2401.

V ramci prace byl pouzit nové odvozeny marker Xowm714. Vzhledem k tomu bylo
nejprve nutné urcit jeho charakteristiku, tedy stanovit optimalni podminky pro PCR, délku
PCR produktu nebo identifikovat polymorfismus markeru mezi rodi¢i mapovaci populace
CI12401/Glupro-F2. Genotypova analyza byla tedy v prvni fazi provedena pouze na DNA
rodict mapovaci populace C12401/Glupro-F2, kdy byly provedeny vSechny niZze uvedené
kroky. Ve druhé fazi pak byla genotypizace provedena na DNA jedincii populace
CI12401/Glupro-F2-2, kdy jiz nebylo nutné provadét krok optimalizace PCR podminek.

3.2.3 Optimalizace PCR podminek

3.23.1 Gradientovd PCR

Optimalizace PCR podminek markeru Xowm714 (tabulka ¢. 1) a zaroven ovéfeni
specificity primert pro rameno 7DS byla provedena pomoci gradientové PCR v celkovém
objemu reakce 10 pl. Jako templatovd DNA byla pouzita DNA rodi¢t (CI2401, Glupro)
o koncentraci 20 ng/ul a jako kontrola pro urceni specificity markeru byla
pouzita DNA tfidénych chromozémovych ramen 7AS, 7BS a 7DS o koncentraci
10 ng/ul. Jako pozitivni kontrola slouzila celogenomovd DNA z rostlin kultivaru
Chinese Spring o koncentraci 20 ng/ul a jako negativni kontrola byla pouzita voda.
Slozeni reakéni smési je wuvedeno vtabulce ¢ 2. PCR byla provadéna
v termocykleru C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Reak¢ni podminky jsou uvedeny
v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 1: Sekvence primert pro marker Xowm?714

Marker Sekvence primeri

Xowm714 R: GGCT-GAAACAAAGAATCCATC
F: TCTGTAATGTGGAATGTTGTCTTAGT
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Tabulka ¢. 2: Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem Koncentrace v reakéni
smési

Deionizovana voda 3,6 ul -

10x PCR pufr 1,0 ul 1%

5% Cresol red 2,0 ul Ix

10 mM dNTPs 0,2 ul 200 uM

10 uM primer R 1,0 pl 1 uM

10 uM primer F 1,0 pl 1 uM

Taq polymeraza (4U/ul) 0,2 ul 4U/100ul

DNA 10-20 ng/ul 2,0 ul -

Celkovy objem 10 pl

Tabulka ¢. 3: Reak¢ni podminky pro gradientovou PCR

Proces Pocet opakovani Teplota Cas
Pocatecni - 94 °C 5 min
denaturace

Denaturace - 94 °C 30s
Nasedani primeru- 35x 58-68 °C 30s
Gradient

Elongace - 72 °C 30s
Zavérecna elongace - 72 °C 10 min

Elektroforeticka separace produkti PCR

Pro provedeni PCR byly amplifikované produkty separovany Vv 3,5 %
nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu za pouziti elektroforetické aparatury C-DASG-
400-500: Dual Adjustable Mega-Gel Kit (C.B.S. Scientific, USA). Tloustka gelu byla

vymezena mezerniky na 1 mm. Separace probihala v prostiedi pufru 0,5 x TBE.

Smichanim jednotlivych slozek (podkapitola 4.1.4 Pufry a roztoky) byl ptipraven
3,5 % nedenaturujici polyakrylamidovy gel, ktery byl nalit mezi skla aparatury.

Pro vytvofeni jamek v gelu byl mezi skla vloZzen hiebinek. Nasledné probihala
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polymerizace piiblizné¢ 45 minut, po jejimz skonCeni byl gel vloZzen do aparatury.
V katodovém a anodovém prostoru aparatury byl nalit 0,5x koncentrovany pufr TBE.
Do pufru v anodovém prostoru bylo piidano 10 pl roztoku ethidium bromidu. Nasledné byl
spustén prerun. Samotna separace probihala pti napéti 350 V pfiblizné 30 minut. Vysledné
produkty byly vizualizovany pomoci UV transilumindtoru a dokumenta¢niho zatizeni

SynGene.
3.2.4 Analyza genotypu populace C12401/Glupro-F2

3.2.4.1 Amplifikace lokusu owm 714

Prestoze byla provedena optimalizace podminek PCR pro marker Xowm714,
Vramci analyzy genotypu mapovaci populace CI2401/Glupro-F2-2 byla pro vétsi
vytéznost a Cistotu PCR produktli pouzita touch-down PCR. Reakce probihala v celkovém
objemu 10 pl a slozeni reakéni smési se shodovalo s reakéni smési pro gradientovou PCR
(tabulka 2). Reakéni podminky, pii kterych reakce probihala, jsou uvedeny vyse v tabulce

¢islo 4.

Tabulka ¢. 4: Reak¢ni podminky pro Touch-down PCR

Proces Pocet opakovani Teplota Cas
Pocatecni - 94 °C 5 min
denaturace

Denaturace - 94 °C 30s
Nasedani primeru- 17x 68-60 °C 30s
Increment (-0,5 °C)

Elongace - 72 °C 30s
Denaturace - 94 °C 30s
Nasedani primeru 18x 60 °C 30s
Elongace - 72 °C 30s
Zavérecna elongace - 72 °C 10 min
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3.2.4.2 Elektroforeticka separace produktii PCR
Viz kapitola optimalizace PCR podminek (4.2.3)

3.2.5 Sekvenovani
Pro urceni genotypu pro marker owm 714 u rodi¢u i jedincti pouzité mapovaci
populace bylo provedeno sekvenovani PCR produkti vzniklych amplifikaci DNA pomoci

primert specifickych pro dany marker.

Pifed samotnou sekvenac¢ni reakci byly PCR produkty enzymaticky piecistény
pomoci exonukledzy a termosenzitivni alkalické fosfatazy. Reakce probihala v celkovém
objemu 7 pl. Slozeni reak¢ni smeési je uvedeno v tabulce ¢. 5. Reakce probihala
v termocykleru C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Reak¢ni podminky jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 6.

Sekvenacni reakce byla provedena pomoci sekvenaéniho kitu BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit. Celkovy objem reakce byl 10 ul. Slozeni reak¢éni smési
je uvedeno v tabulce ¢. 7. Reakce probihala v termocykleru C1000 Thermal Cycler

(Bio-Rad, USA) za reak¢nich podminek, které jsou uvedeny v tabulce €. 8.

Po probéhnuti sekvenacni reakce byly jeji produkty pieciStény pomoci
magnetickych kulicek Agencourte CleanSeqe (Beckman Coulter, USA) na robotické stanici
Biomek® NXp (Beckman Coulter). Samotna sekvenaéni analyza pak byla provedena pomoci
kapilarni elektroforézy na 96-kapilarovém sekvenatoru 3730xI DNA analyzer (Applied
Biosystems,USA).

Tabulka €. 5: SloZeni reakéni smési pro enzymatické precisténi

Reagencie Objem pro jeden vzorek
Exonukleaza I 0,05 pl

Alkalicka fosfataza 0,5 ul

PCR produkt 3ul

1x PCR pufr 3,45 ul

Celkovy objem 7 ul
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Tabulka ¢. 6: Reakéni podminky pro enzymatické piecéisténi

Proces Teplota Cas
Inkubace vzorka 37 °C 30 min
Deaktivace 95 °C 5 min
enzymu

4 °C 0

Tabulka €. 7: Slozeni reakéni smési sekvenacni reakce

Reagencie Objem pro jeden vzorek
S5xsekvenacni pufr 1,5 ul

Pufr BDX64 0,875 ul

BIG DYE 0,125 pl

Primer (10 uM) 1 pl

Precistény PCR produkt 3ul

Deionizovana H,O 3,5ul

Celkovy objem 10 ul

Tabulka 8: Reakéni podminky pro sekvenacni reakci

Pocet opakovani Teplota  Cas

1x 98 °C 5 min
60x 96 °C 10s
50 °C 5s
60 °C 4 min
- 4°C o

5.2.5 Stanoveni genotypu a konstrukce genetické mapy

Sekvence PCR produkti byly porovnany pomoci programu Geneious
Pro v9.1.5 (Drummond et al, 2010) a na zakladé varianty polymorfismu pfislusici
jednomu nebo druhému rodici byl stanoven genotyp populace. Ziskana genotypova data
pak byla slou¢ena s pfedem stanovenymi fenotypovymi daty (stanoveni fenotypu neni
pfedmétem bakalaiské prace) a pouzita ke konstrukci genetické mapy pomoci programu

JoinMap 4.0 (Van Ooijen et Voorrips, 2001) za pouziti funkce Kosambi (Kosambi, 1943).
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4 Vysledky

4.1 Genetické mapovani markeru Xowm714

rozsifena o dalSich 149 jedinci, celkem tedy bylo analyzovano 333 jedinci mapovaci
populace souhrnné uznacované jako CI2401/Glupro-F2. V praci Stankové et al. (2015)
byly vtésné blizkosti genu Dn2401 zamapovany markery Xowm705 a Xowm711,
a v diplomové prace Mgr. Miry Mazacové (Mazacova, 2016) pak byl nové odvozen
zamapovan dal$i marker Xowm713. V navaznosti na ob¢€ studie byl pak navrzen marker
Xowm714 (neni ptedmétem bakalaiské prace) a v ramci predkladané prace byl tento

marker zamapovan za ucelem zptesnéni pozice genu Dn2401.

4.1.1 Charakterizace markeru Xowm714

Soucasti charakterizace markeru Xowm714 bylo ovéfeni specificity markeru pro
rameno 7DS a zaroveil stanoveni optimalnich podminek pro PCR. V ramci optimalizace
PCR podminek markeru Xowm714 (Tabulka ¢. 9) byla provedena gradientova PCR,
na jejimz zaklad¢ zjisténo, ze primery pro marker Xowm?714 jsou vysoce specifické pro
rameno 7DS a optimalni teplota jejich nasedani se tak pohybuje mezi 58 — 66,4°C (Obr. 9).
Jako kontrola pro wur¢eni specificity markeru byla pouzita DNA tfidénych
chromozémovych ramen 7AS, 7BS a 7DS. Jako pozitivni kontrola slouzila celogenomova

DNA z rostlin kultivaru Chinese Spring a jako negativni kontrola byla pouzita

deionizovana voda.

Tabulka ¢. 9: Charakteristika markeru Xowm714

Marker | Sekvence primert Polymorfismus | Délka T.*
PCR °C
produktu
(bp)

Xowm714 R: GGCT-GAAACAAAGAATCCATC SNP (A/G) 574 66

F: TCTGTAATGTGGAATGTTGTCTTAGT

*T,=teplota nasedani primeru
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58°C 60°C 62°C 64,4°C 66,4°C 68°C

Obr. 9: Elektroforetogram z optimalizace PCR podminek markeru Xowm714. Produkty
PCR byly separovany v 3,5% polyakrylamidovém gelu. Jako A2 a B1 jsou oznaceni rodice
mapovaci populace (A2- C12401, B1- Glupro), oznaceni CS je pro DNA kultivaru Chinese

Spring. K- je negativni kontrola (deionizovana H,0).

4.1.2 Genotypovani populace CI12401/Glupro-F2 a konstrukce fyzické mapy

V ramci genotypovani populace CI2401/Glupro-F2 byla provedena PCR s primery
specifickymi pro marker Xowm714. Tento marker je charakterizovan jednonukleotidovym
polymorfismem A/G (Obr. 10). Tento polymorfismus neni mozné charakterizovat
na zakladé¢ nedenaturujici polyakralamidové elektroforézy, tudiz bylo nutné vzniklé
produkty PCR nasledn¢ sekvenovat s pouzitim specifickych primert pro marker Xowm?714.
Na zaklad¢ sekvenace byla identifikovana varianta SNP pro jednotlivé jedince mapovaci
populace (tabulka ¢. 10). Genotyp byl urCen u vSech 149 jedinci mapovaci populace
Cl12401/Glupro-F2-2. Kompletni piehled genotypd i pro markery Xowm705, Xowm711
(Stankova et al., 2015), Xowm713 (Mazacova, 2016) a Xowm714, v¢etné fenotypovych
dat, je uveden v kapitole 10 (Seznam pfiloh). V ramci tohoto souboru jedinct byl

identifikovan pouze jeden jedinec CI2401/Glupro-F2-1-38 nesouci rekombinaci mezi

markery Xowm713 a Xowm714 (Piiloha 1).

APV aVAVAVAVAVAVAVAV-YA

Obr. 10: Chromatogram markeru Xowm714 zobrazujici jednonukleotidovy
polymorfismus na urovni A/G charakteristicky pro rodi¢e mapovaci populace
oznacenych jako A2 a B1 (A2- Cl12401, B1- Glupro) jako H je oznacen heterozygotni
jedinec.

35



Data ziskana genotypovanim mapovaci populace C12401/Glupro-F2-2 byla, spolu
s daty ziskanymi genotypovanim 184 jedinci mapovaci populace CI2401/Glupro-F2-1
v ramci prace (Stanikova et al., 2015), vyuzita pro konstrukci genetické mapy (Obr. 11).
Marker Xowm714 se tedy podafilo uspé$né zamapovat a doSlo ke zmenSeni intervalu mezi

hrani¢nimi markery a genem Dn2401 z 0,45 cM (Mazacova, 2016) na 0,30 cM.

7Ds
a 7DS b 7DS o E—

015 D401
0.00 XowmT 11 0,00 KowmTi1

0,13 Dn2407 0,15 Dn2401 0,30 owm T T4

045 onmT1d
0,45 Xowm713

0.90 XowmT05 0,90 Xowm 705

o
-

TS

centromera
centromera
centromera

Obr. 11: Lokalizace genu Dn2401 na genetické mapé€. (a) Mapa vytvofend v ramci
prace Stankové et al. (2015). (b) Mapa vytvorena ve studii Mazacova (2016) na zakladé
mapovani markerti v populaci s vys§im rozliSenim. (C) Genetickd mapa oblasti genu
Dn2401 vytvofena na zékladé mapovani hrani€éniho markeru Xowm714. Vzdalenosti na

mapach jsou v centimorganech (cM).
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5 Diskuze

5.1 Charakterizace markeru Xowm?714

V ramci charakterizace markeru Xowm714 byla prfed samotnou identifikaci
polymorfismu (sekvenaci rodiCovské DNA) provedena gradientovd PCR za tucelem
optimalizace PCR podminek pro primery daného markeru a vzhledem K pfitomnosti tii
homoelognich subgenomii A, B a D vgenomu pSenice i ovéfeni jeho specificity
pro rameno 7DS. Primery pro marker Xowm714 byly navrhovany dle metodiky popsané
Vv praci Stankova et al. (2015), ve které je pfitomnost homoelognich subgeomii zohlednéna
a primery jsou navrhovany v mistech, kde se sekvence ramen homoelognich chromozomu
lisi alespon v jednom nukleotidu. Zaroven jsou to pravé oblasti mezi geny (popf. introny),
které ve srovnani s exony vykazuji vysoky stupen polymorfismu (Quraishi et al. 2009).
Vzhledem Kk vysokému obsahu repetitivnich sekvenci v genomu pSenice lze vSak i tak
predpokladat, ze se pifi méné piisnych podminkdch PCR budou amplifikovat produkty
ze vSech tii subgenomu. Primery markeru Xowm714 byly navrhovany na mezigenovou
oblast v ramci BAC klonu TaaCSp7DS044H09 (Tulpova, Gstni sd€leni), nicméné ani pfi
ne piili§ pfisnych podminkach PCR (Ta = 58°C ) nedoslo k amplifikaci zadného lokusu
zramen 7AS a 7BS. Ziskané vysledky tak poukazuji na vysokou specificitu markeru
Xowm714, coz potvrzuji 1 sekvence primerd, kdy se v misté primeru F 1i§i sekvence ramen
7AS, 7BS a 7DS v 6 ruznych nukleotidech a v misté primeru R se sekvence lisi v 5

riznych nukleotidech.

5.2 Genetické mapovani markeru Xowm714

Pivodni mapovaci populace CI2401/Glupro-F2-1 pouzitd ve studii Staiikové
et al. (2015) c¢itala 184 jedinci. Tato mapovaci populace populace byla v ramci diplomové
prace (Mazacova, 2016) rozsifena o dalSich 149 jedincti s ozna¢enim CI12401/Glupro-F2-2.
Tento soubor celkem 333 jedinct byl souhrnné oznacen jako mapovaci populace
CI2401/Glupro-F2. Rozsifeni mapovaci populace se ukazalo jako krok dulezity ke
zpfesnéni genetického mapovani marker v oblasti genu Dn2401, diky ¢emuz byli
identifikovani tfi novi jedinci nesouci rekombinaci mezi markery Xowm705 a Xowm711 a
uptfesnéna vzdalenost mezi hranicnimi markery z 0,83 ¢cM na 0,90 cM (Mazacova, 2016;
Staitkova etal., 2015). Zaroven byl pak v diplomové praci Mazacova (2016) nové
zamapovan marker Xowm713, ¢imz byl interval mezi hrani¢énimi markery oblasti genu

Dn2401 zmenSen na 0,45 cM.
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Zakladnim principem genetického mapovani je frekvence rekombinace mezi
studovanymi znaky. Cim mensi je vzdalenost mezi markery, tim je vyrazné snizena
pravdépodobnost rekombinace, tedy i1 pravdépodobnost, ze bude vramci mapovaci
populace identifikovan dalsi jedinec, ktery rekombinaci mezi marker nese. Interval o
velikosti 0,45 cM, ktery byl stanoveny v diplomové praci, na niz navazuje predkladana
bakalaiska prace, je uz natolik maly, Zze se vibec neptedpokladalo, ze by bylo mozné
zamapovanim nového markeru Xowm714 interval jesté zuzit. V praci Komatsuda et al.
(2007) se podatilo zamapovat gen podminujici Sestifadost u klast jeémene v intervalu 0,07
cM, nicméné podstatnym rozdilem byla velikost pouzivané mapovaci populace, ktera
v piipadé Komatsuda et al. (2007) ¢itala 4 900 jedincti, zatimco populace CI12401/Glupro-
F2 pouzita vtéto praci ma pouze 333 jedincu. Stejné tak Krattinger et al. (2009)
doporucuje pro jemné mapovani, v ramci procesu pozicniho klonovani, populace ¢itajici
tisice jedinci. Jak se ale ukazalo jiz v pfipad¢ diplomové prace Mazacova (2016), i
podstatné mensi mapovaci populace mize byt pro jemné genetické mapovani dostacujici.
Potvrzuji to i vysledky ptedkladané prace, kdy byl oproti ptedpokladu i v inervalu 0,45 cM
identifikovan jedinec CI2401/Glupro-F2-2-38 nesouci rekombinaci mezi markerem
Xowm713 a novym markerem Xowm714. Diky tomu se podafilo zzit interval mezi
hrani¢nimi markery Xowm711 a Xowm714 na 0,30 cM a vzdalenost mezi genem Dn2401 a
novym hrani¢énim markerm na 0,15 cM. Dtlezitym faktorem je tak i jiz zminovana
frekvence rekombinace v dané oblasti. V ramci prace Mazacova (2016) bylo mezi markery
Xowm705 a Xowm711 nalezeno celkem 6 rekombinantd na vzdalenosti 0,90 cM, coz
odpovida Cetnosti rekombinace 2,9 ¢cM/ 1 Mb (1 cM odpovida fyzické délce 345 bp).
V porovnani s primérnou frekvenci rekombinace podél chromozému 3B, ktera je 0,16 cM/
1 Mb (Choulet et al., 2014), je ferkvence rekombinace ve studované oblasti genu Dn2401
na rameni 7DS 18x vyssi. Je tfeba také zminit, Ze vyssi frekvenci rekombinace déavaji do
souvislosti s vyskytem gent rezistence i prace Luo et al. (2013) nebo prace Azhaguvel et

al. (2012), jez se zabyva studiem genu Gb3 podminujiciho rezistenci ke msici obilné.
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6 Zavér

Predkladana bakaldifskd prace je zaméiena na genetické mapovani v okoli genu
Dn2401. Tento gen se nachazi na kratkém rameni chromozému 7D a podmifiuje rezistenci
k msici zhoubné. Konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy v oblasti genu Dn2401 je
velice dulezitym krokem pro proces pozi¢niho klonovani. Hlavnim cilem prace tedy bylo

zamapovat marker Xowm714 za uc¢elem nalezeni novych rekombinant a zuZeni intervalu

vvvvvv

Aby bylo zvyseno rozliseni genetické mapy v oblasti genu Dn2401 byla pavodni
mapovaci populace CI2401/Glupro- F2-1 (Stankova et al., 2015) rozsifena o dalSich 149
jedincti mapovaci populace C12401/Glupro-F2-2. Analyza nové populace CI2401/Glupro-
F2 citajici 333 jedincl, markerem Xowm714, umoznila identifikovat jednoho jedince
(C12401/Glupro-F2-1-38) nesouciho rekombinaci. Zaroven doslo diky zamapovani nového
markeru K zizeni intervalu mezi hrani¢nimi markery z 0,45 cM (Xowm711 — Xowm713,
Mazacova, 2016) na 0,30 ctM (Xowm711 — Xowm714), pficemz vzdalenost mezi genem

Dn2401 a obéma hrani¢nimi markery je 0,15 cM.
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8 Seznam pouZzitych zkratek a symboli

TAS
7BS
7DS
BAC
Bp
cDNA
cM
DAIT
DNA
dNTP
EST

F primer
F2

Gb

ISBP

Kratké rameno chromozomu 7A pSenice
Kratké rameno chromozomu 7B pSenice

Kratké rameno chromozému 7D pSenice

Umély bakterialni chromozom (bacterial artificial chromosome)

Pér bazi

Komplementarni DNA (complementary DNA)
Centimorgan

Diversity array technology

Deoxyribonukleotidova kyselina

Deoxynukleotidy

koncova sekvence z CDNA (expressed sequence tag)
Forward primer

Druha filialni populace

Miliardy part bazi (giga pairs base)

Polymorfismus zalozeny na mist¢ inzerce (insertion site based

polymorphism)

IWGSC
Mb

PCR
QTL

R primer
SNP

Ta

International Wheat Genome Sequencing Consortium
Miliony part bazi

Polymerazova tfetézova reakce

Lokus pro kvantitativni znaky (quantitative trait loci)
Reverse primer

Jednonukleotidovy polymorfismus

Teplota nasedani primert
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9 Seznam priloh

Priloha 1 Genotypy a fenotypy rodi¢i a jednotlivych jedinci mapovaci

populace C12401/Glupro-F2
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Priloha 1

Tabulka €. 10: Genotypy a fenotypy rodict a jednotlivych jedincii mapovaci populace
CI2401/Glupro-F2 (A-rezistentni homozygot, B-citlivy homozygot, H-heterozygot;

rekombinantni jedinci jsou zvyraznéni modie)

Genotyp a fenotyp rodicii a jedincti mapovaci
populace pro jednotlivé genetické markery a gen

Dn2401

Xowm711|Dn2401 | Xowm714 | Xowm713| Xowm?705
Cl2401 A A A A A
Glupro
Cl/G-F2-1-1
Cl/G-F2-1-2 A A A A A
Cl/G-F2-1-3 H H H H H
Cl/G-F2-1-4 H H H H H
Cl/G-F2-1-5 A A A A A
Cl/G-F2-1-6
Cl/G-F2-1-7 H H H H H
Cl/G-F2-1-8 A A A A A
Cl/G-F2-1-9 H
Cl/G-F2-1-10
Cl/G-F2-1-11
Cl/G-F2-1-12
Cl/G-F2-1-13
Cl/G-F2-1-14
Cl/G-F2-1-15
Cl/G-F2-1-16
Cl/G-F2-1-17 H H H H H
c/G-r2-1-18 | NG R
Cl/G-F2-1-19 H H H H H
Cl/G-F2-1-20 H H H H H
Cl/G-F2-1-21 H H H H H
Cl/G-F2-1-22 H H H H H
Cl/G-F2-1-23
Cl/G-F2-1-24
Cl/G-F2-1-25
Cl/G-F2-1-26
Cl/G-F2-1-27 H
Cl/G-F2-1-28 H H H H H
Cl/G-F2-1-29
Cl/G-F2-1-30 H H H H H
Cl/G-F2-1-31 A A A A A
Cl/G-F2-1-32 H H H H H
Cl/G-F2-1-33 H H H H H




Xowm711

Dn2401

Xowm714

Xowm?713

Xowm?705

Cl/G-F2-1-34

H

H

H

H

H

Cl/G-F2-1-35

Cl/G-F2-1-36

Cl/G-F2-1-37

H
H
A

Cl/G-F2-1-38

Cl/G-F2-1-39

Cl/G-F2-1-40

T

Cl/G-F2-1-41

Cl/G-F2-1-42

Cl/G-F2-1-43

Cl/G-F2-1-44

Cl/G-F2-1-45

Cl/G-F2-1-46

Cl/G-F2-1-47

H
H
A

ac

ac

H
H
A

T

H
H
A
H

H
H
A
H

T

Cl/G-F2-1-48

Cl/G-F2-1-49

Cl/G-F2-1-50

Cl/G-F2-1-51

I|> |>|>

Cl/G-F2-1-52

Cl/G-F2-1-53

I|> |(>|>

I|> I|>|>

I|> x|>|>

I|> x|>|>

Cl/G-F2-1-54

Cl/G-F2-1-55

Cl/G-F2-1-56

IT|IT|IT |

Cl/G-F2-1-57

Cl/G-F2-1-58

I |IT|T |

IT|IT|IT |

IT|IT|IT |

IT|IT|IT |

T
I
T
T
T

Cl/G-F2-1-59

T

Cl/G-F2-1-60

Cl/G-F2-1-61

a5

T

T

T

Cl/G-F2-1-62

Cl/G-F2-1-63

Cl/G-F2-1-64

Cl/G-F2-1-65

Cl/G-F2-1-66

Cl/G-F2-1-67

Cl/G-F2-1-68

Cl/G-F2-1-69

Cl/G-F2-1-70

Cl/G-F2-1-71

Cl/G-F2-1-72

I|T|T|T|(T|(> T|> T|>|> T

Cl/G-F2-1-73

Cl/G-F2-1-74

I|IT|T|T|(T|(> IT|>» IT|>|> T

I T|T|T|(T|(> T|> T|>|> T

I T|T|T|(T|(> T|> T|>|> T

I|T|T|T|(T|(> T|> T|>|> T

Cl/G-F2-1-75

Cl/G-F2-1-76

Cl/G-F2-1-77

I | IT|>|T

I | I |>|T

I | IT|>|T

I | IT|>|T

I | IT|>|T
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Xowm711| Dn2401 | Xowm714 | Xowm713 | Xowm705
Cl/G-F2-1-78 H H H H H
Cl/G-F2-1-79 H H H H H
Cl/G-F2-1-80 A A A A A
Cl/G-F2-1-81 H H H H H
Cl/G-F2-1-82 H H H H H
Cl/G-F2-1-83 A A A A A
Cl/G-F2-1-84 H H H H H
Cl/G-F2-1-85 A A A A A
Cl/G-F2-1-86 H H H H H
Cl/G-F2-1-87 H H H H H
Cl/G-F2-1-88 H H H H H
Cl/G-F2-1-89 A A A A A
Cl/G-F2-1-90
Cl/G-F2-1-91
Cl/G-F2-1-92 H H H H H
Cl/G-F2-1-93
Cl/G-F2-1-94 H H H H H
Cl/G-F2-1-95
Cl/G-F2-1-96
Cl/G-F2-1-97 H H H H H
Cl/G-F2-1-98 H H H H H
Cl/G-F2-1-99
Cl/G-F2-1-100
Cl/G-F2-1-101 H H H H H
Cl/G-F2-1-102 A A A A A
Cl/G-F2-1-103 H H H H H
Cl/G-F2-1-104 H
Cl/G-F2-1-105
Cl/G-F2-1-106 H H H H H
Cl/G-F2-1-107 H H H H H
c/G-F2-1-108 | NG R
Cl/G-F2-1-109 H H H H H
Cl/G-F2-1-110 H H H H H
Cl/G-F2-1-111 H H H H H
CI/G-F2-1-112 ﬁ
Cl/G-F2-1-113 A A A A A
Cl/G-F2-1-114 H H H H H
Cl/G-F2-1-115
Cl/G-F2-1-116 H H H H H
Cl/G-F2-1-117 H H H H H
c1/6-F2-1-118 | NG G
Cl/G-F2-1-119 H H H H H
Cl/G-F2-1-120 H H H H H
Cl/G-F2-1-121 H H H H H
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Xowm711

Dn2401

Xowm714

Xowm?713

Xowm?705

Cl/G-F2-1-122

Cl/G-F2-1-123

Cl/G-F2-1-124

Cl/G-F2-1-125

Cl/G-F2-1-126

Cl/G-F2-1-127

H

A

H

A

H

A

H

A

H

A

Cl/G-F2-1-128

Cl/G-F2-1-129

Cl/G-F2-1-130

Cl/G-F2-1-131

Cl/G-F2-1-132

Cl/G-F2-1-133

Cl/G-F2-1-134

Cl/G-F2-1-135

Cl/G-F2-1-136

Cl/G-F2-1-137

I| T |T|T|T|T|>|T|>

IT|T|T|T|T|T|(> T >

I T |T|T|T|T|>|T|>

I| T |T|T|T|T|>|T|>

I| T |T|T|T|T|>|T|>

Cl/G-F2-1-138

Cl/G-F2-1-139

Cl/G-F2-1-140

Cl/G-F2-1-141

Cl/G-F2-1-142

Cl/G-F2-1-143

Cl/G-F2-1-144

Cl/G-F2-1-145

Cl/G-F2-1-146

Cl/G-F2-1-147

Cl/G-F2-1-148

Cl/G-F2-1-149

Cl/G-F2-1-150

Cl/G-F2-1-151

Cl/G-F2-1-152

Cl/G-F2-1-153

Cl/G-F2-1-154

Cl/G-F2-1-155

Cl/G-F2-1-156

Cl/G-F2-1-157

Cl/G-F2-1-158

Cl/G-F2-1-159

Cl/G-F2-1-160

Cl/G-F2-1-161

Cl/G-F2-1-162

Cl/G-F2-1-163

Cl/G-F2-1-164

Cl/G-F2-1-165
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Cl/G-F2-1-166

A

A

A

A

A

Cl/G-F2-1-167

A

Cl/G-F2-1-168

Cl/G-F2-1-169

A

A

A

A

Cl/G-F2-1-170

Cl/G-F2-1-171

Cl/G-F2-1-172

Cl/G-F2-1-173

Cl/G-F2-1-174

Cl/G-F2-1-175

Cl/G-F2-1-176

Cl/G-F2-1-177

Cl/G-F2-1-178

T IT|>»|>T|T|>» > IT|T

Cl/G-F2-1-179

Cl/G-F2-1-180

Cl/G-F2-1-181

Cl/G-F2-1-182

Cl/G-F2-1-183

Cl/G-F2-1-184

Cl/G-F2-2-1

I | IT|>| > T IT|> > IT|T

T T|>»|>T|T|>» > IT|T

IT|T|>|>|T|T|>|>|T|T

IT|T|>|>|T|T|>|>|T|T

Cl/G-F2-2-2

T

Cl/G-F2-2-3

Cl/G-F2-2-4

I

T

T

T

Cl/G-F2-2-5

Cl/G-F2-2-6

Cl/G-F2-2-7

> T |IT|xT

Cl/G-F2-2-8

Cl/G-F2-2-9

Cl/G-F2-2-10

Cl/G-F2-2-11

Cl/G-F2-2-12

> I | T |

> | T ||

> T |IT |

> T |IT |

Cl/G-F2-2-13

Cl/G-F2-2-14

Cl/G-F2-2-15

Cl/G-F2-2-16

Cl/G-F2-2-17

Cl/G-F2-2-18

Cl/G-F2-2-19

Cl/G-F2-2-20

Cl/G-F2-2-21

Cl/G-F2-2-22

Cl/G-F2-2-23

Cl/G-F2-2-24

Cl/G-F2-2-25
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Cl/G-F2-2-26

A

A

A

A

A

Cl/G-F2-2-27

A

A

A

A

A

Cl/G-F2-2-28

T

Cl/G-F2-2-29

Cl/G-F2-2-30

ag

T

T

T

Cl/G-F2-2-31

Cl/G-F2-2-32

Cl/G-F2-2-33

Cl/G-F2-2-34

Cl/G-F2-2-35

Cl/G-F2-2-36

Cl/G-F2-2-37

T|>| IT|T|XT | |>| >

Cl/G-F2-2-38

Cl/G-F2-2-39

Cl/G-F2-2-40

T[> T |T|T|T|>| >

IT|>» T IT|T|T|>|>

IT|>| IT|T|XT | |>|>

IT|> IT|T|XT | |>| >

Cl/G-F2-2-41

Cl/G-F2-2-42

Cl/G-F2-2-43

Cl/G-F2-2-44

I T |T|XT|XT

Cl/G-F2-2-45

Cl/G-F2-2-46

Cl/G-F2-2-47

Cl/G-F2-2-48

Cl/G-F2-2-49

Cl/G-F2-2-50

I T |T|XT|XT

I T |IT|IT|XT

I T |T|XT|XT

I T |T|XT|XT

Cl/G-F2-2-51

Cl/G-F2-2-52

Cl/G-F2-2-53

Cl/G-F2-2-54

Cl/G-F2-2-55

Cl/G-F2-2-56

Cl/G-F2-2-57

Cl/G-F2-2-58

Cl/G-F2-2-59

Cl/G-F2-2-60

Cl/G-F2-2-61

Cl/G-F2-2-62

Cl/G-F2-2-63

Cl/G-F2-2-64

Cl/G-F2-2-65

Cl/G-F2-2-66

Cl/G-F2-2-67

>|> T|IT|T |||

Cl/G-F2-2-68

Cl/G-F2-2-69

> > T |IT|T|T|XT|T

I

> > T IT|IT|(T|IT|T

>|>| T|IT|T |||

>|>| T|IT|T|XT|IT |
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Cl/G-F2-2-70

A

A

A

A

A

Cl/G-F2-2-71

Cl/G-F2-2-72

Cl/G-F2-2-73

Cl/G-F2-2-74

Cl/G-F2-2-75

Cl/G-F2-2-76

Cl/G-F2-2-77

Cl/G-F2-2-78

Cl/G-F2-2-79

I IT|>|>»| IT|T|T|> T

Cl/G-F2-2-80

Cl/G-F2-2-81

I IT|> > IT|T|T|> T

I IT|>»|>» IT|IT| T|(>| T

I IT|> > IT|T|T|> T

P IT(>(>|T|T|T(> T

Cl/G-F2-2-82

I | >

I (>

I (>

I | >

I | >

Cl/G-F2-2-83

T

Cl/G-F2-2-84

Cl/G-F2-2-85

L

T

T

T

Cl/G-F2-2-86

Cl/G-F2-2-87

Cl/G-F2-2-88

Cl/G-F2-2-89

Cl/G-F2-2-90

> IT|> | IT|>» T

Cl/G-F2-2-91

Cl/G-F2-2-92

> IT|> | IT|>| T

> T|> T|> T

> T |> | T|> T

> T |> | T|> T

Cl/G-F2-2-93

Cl/G-F2-2-94

Cl/G-F2-2-95

Cl/G-F2-2-96

II|T|T
I |T|T
I | T
I |T|T
I |T|T

Cl/G-F2-2-97

Cl/G-F2-2-98

Cl/G-F2-2-99

Cl/G-F2-2-100

> > |>|> T

Cl/G-F2-2-101

Cl/G-F2-2-102

Cl/G-F2-2-103

T

> > |>|> |

> > | > |>| T

> > |>|> |

> > |>|> |

Cl/G-F2-2-104

Cl/G-F2-2-105

Cl/G-F2-2-106

> T

> | T

> T

> T

Cl/G-F2-2-107

> | T

Cl/G-F2-2-108

Cl/G-F2-2-109

> |

> | T

> | T

> | T

Cl/G-F2-2-110

Cl/G-F2-2-111

Cl/G-F2-2-112

Cl/G-F2-2-113

> > | IT|>|T

> > | T|>|T

> (> I |>| T

> > | IT|>|T

> > | IT|>|T
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Cl/G-F2-2-114 A A A A A
Cl/G-F2-2-115 H H H H H
Cl/G-F2-2-116 H H H H H
Cl/G-F2-2-117 H H H H H
Cl/G-F2-2-118 H H H H H
Cl/G-F2-2-119 H H H H H
cl/G-F2-2-120 | G N
Cl/G-F2-2-121 A A A A A
Cl/G-F2-2-122 A A A A A
Cl/G-F2-2-123 H H H H H
Cl/G-F2-2-124 H H H H H
Cl/G-F2-2-125 H H H H H
Cl/G-F2-2-126 H H H H H
Cl/G-F2-2-127 H H H H H
Cl/G-F2-2-128 H H H H H
Cl/G-F2-2-129

Cl/G-F2-2-130 H H H H H
Cl/G-F2-2-131

Cl/G-F2-2-132 A A A A A
Cl/G-F2-2-133 H H H H H
Cl/G-F2-2-134 A A A A A
Cl/G-F2-2-135 H H H H H
Cl/G-F2-2-136

Cl/G-F2-2-137 H H H H H
Cl/G-F2-2-138 A A A A A
Cl/G-F2-2-139

Cl/G-F2-2-140 H H H H H
Cl/G-F2-2-141 H H H H H
Cl/G-F2-2-142 A A A A A
Cl/G-F2-2-143

Cl/G-F2-2-144 H H H H A
Cl/G-F2-2-145 A A A A A
Cl/G-F2-2-146

Cl/G-F2-2-147 H H H H H
Cl/G-F2-2-148 H H H H H
Cl/G-F2-2-149 H H H H H
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