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SOUHRN

Jednim z nejzavagjsich houbovych patogénobilovin je Blumeria graminis pavodce
onemockni zvaného padli travni. U pSenice byl v mapovamputaci z kKizeni kultivaru
Tahti a hybridni linie 8/1 (Tahti xT. militinag nedavno identifikovan hlavni QTL
QPm.tut-4Aodpowdny za rezistenci k padli travnimu, a to na 4AL nfganicnimi markery
gwm160a wmc232.Do oblasti genu byly zamapovaryyii novée SSR markeryparc7Q
barc78 gwm832a gwm855 V mapovaci populaci o 1111,.Fa DH liniich nedochazelo
k rekombinacim mezi markery v blizkogiivm160 Z tohoto divodu byly do experimentu
zahrnuty mapovaci populace #Zeni linie 8/1 a kultivaru Chinese Spring a mamdva
populace ITMI, vnichz se potlo lokalizaci rekterych marker objasnit. Vysledky
naznuji, Ze sledovana oblast mapuje do translokace 48S/VSechny markery z oblasti
genu rezistence byly testovany v kultivaru Chin®peng pro jejich dalsi vyuZziti ke skriningu
BAC knihovny a dale nafidéném chromosomalnim rameni 4AL z linie 8/1. Jejipedfita
pro 4AL byla potvrzena. Déale bylo testovano 12 igenpotenciald kolinearni oblasti
kratkého ramene ryZzového chromosomu 6. Tyto seleki®d geny vSak v mapovaci populaci
8/1 x Tahti nebyly polymorfni a proto byla tato atil roz&ena o dalSich 100 génkteré
budou pouzity k verifikaci kolinearity této oblaski QPm.tut-4A lokusu. V druhécasti
piedloZzené diplomové prace byly ucpeene identifikovany sekvéni varianty genu
rezistence k padli travnimMla. Bylo potvrzeno, Ze gerMla je v genomu jé&mene
multialelicky, vectyficeti kultivarech jémene bylo ziskano celkem 16znych alel tohoto
genu. Poprvé bylo zji&ho, Ze jeden typ fenotyputtbe byt podmidén vice neZ jednou alelou

Mla genu.



SUMMARY

One of the most severe cereal crop desease is ppwilew caused by the fungus
Blumeria graminis The main QTLQPm.tut-4Afor resistance to powdery mildew was
recently identified in the mapping population fr@nctross between cultivar Tahti and hybrid
line 8/1 (Tahti xT. militinag on 4AL between flanking markeggvm160andwmc232 Four
new SSR markerdarc7Q barc78§ gwm832and gwm855 were mapped to the region
of the gene. No recombination was detected betweankers close tgwm160in mapping
population involving 1111 & a DH lines. Therefore mapping population from a cross
between 8/1 and cultivar Chinese Spring and ITMIppiag population were included
in the experiment and led to explanation of somekara location. The results suggest, that
the targed region maps to translocation 7BS/4AL.mdrkers from locus of the resistance
gene were for their subsequent use in the BAC rijbsareening tested in cultivar Chinese
Spring and also on flow-sorted chromosome arm 4airying theQPm.tut-4Alocus. Their
specifity for 4AL was confirmed. 12 genes from pgagencial colinear region on the short arm
of rice chromosome 6 were tested, however nondéehtshowed polymorphism. Another
100 rice genes from the region were selected aesketlgenes will be used for verification
of this region colinearity to th@Pm.tut-4Alocus. In the second part of this study sequence
variants of the powdery mildew resistance gdvile were identified in barley. It was
confirmed, thatMla gene is multiallelic in barley genome, generalf differentMla gene
alleles were obtained and in the first time wasficored that one phenotypic effect could be
coded by more than one allele of tia gene.
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1 UVOD

Tato prace je tematicky za&ena na pSenici a deen, jedny z nejvyznang$ich
kulturnich plodin, jez maji ve vyzididstva své nezastupitelné misto. Jeji¢btpvani je vSak
komplikovano mnohymi biotickymi i abiotickymi vlivyK nejzavazgjSim patogetim jak
pSenice tak j@menu, jenz kazdotmé ohroZuje vynos i vyslednou kvalitu mouky, fat
celosw¥tové rozsfena houbalumeria graminis pivodce onemocami zvaného padli travni.
Kapitola ,StavieSené problematiky” si kladla za Ukol zminit zakladlastnosti, pvod
a taxonomické zgeréni obou hostitelskych rostlin, a taktéz vlastnodiotni cyklus
a ekologii zmigného patogena, zvi&pak giblizit mechanismy interakce patogena s hosti-
telem. Pozornost jeémovana zejména jednotlivym tim rezistence rostlinti patogerim
i konkrétnim gefim odpow¥dnym za tuto rezistenci, jez byly u pSenice @mene doposud
zamapovany. Pr&vvyuZiti ttchto gerd miZze byt &innou a zarowve k Zivotnimu progedi
Setrnou zbrani v boji s rostlinnymi patogeny. Tak/dnnohdy vyZaduje znalost sekvence
daného genu a jeho poami klonovani nebo navrzeni markepro efektivni, markerem

zprostedkovanou selekci.

Prakticka ¢ast se zabyva dwma hlavnimi tématy, jednim znich je konstrukce
vysokohustotni mapy v oblasti genu rezistence &gsp rostlin k padli travnimu u pSenice,
ktery byl nedavno zamapovan na chromosomalnim ramAh. Tato prace je saasti
grantového projektu GA521/08/1629 s ndzvem ,Korksteu BAC knihoven specifickych
pro chromosom 4AL a paai klonovani genu pro rezistenci delgh rostlin k padli
travnimu u pSenice” a vznikla ve spolupraci s labait Dr. Jarve (Department of Gene

Technology, Tallinn University of Technology, Esi@n

Druhé téma se tyk& identifikace COS maikpro rozliSeni jednotlivych alel gerMla,
genu pro rasay specifickou rezistenci k padli travnimu wigene. Tento projekt vznikl

ve spolupréci se Slechtitelskou stanici Stupice,GEN, a.s.



2 STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 PSENICE A JECMEN

PSenice a jamen pati mezi nejvyznamgjSi kulturni plodiny. Jé&men je s roni swtovou
produkci 145 mil. turgtvrtou a pSenice s ¢ai swtovou produkci 633 mil. tun dokoncieti
nejrozsfensj$i obilovinou na sité v zawsu za kukiici a ryzi. Produkce pseniceCeské
republice se pohybuje kolem 4,2 mil. tun/rok, prockl j&@menu kolem 2,1 mil. tun/rok
(uvedeny jsou gMmeérné hodnoty z let 2004 — 2008). ©tyto obiloviny maji nazastupitelnou
tlohu ve vyZi¢ lidstva. PSenice je zakladni potravinou pro 35idékié populace, pokryva
az gtinu lidstvem konzumovanych kalorii. #nérna rani spoteba pipadajici na jednoho
obyvatele je 65,89 kg u pSenice a 1,03 kgémjene (Udaj z roku 2005), (http://faostat.fao.org
/site/567/DesktopDefault.aspx?PagelD=567#ancor).

Patatky pistovani pSenice i ¢genu se datuji do obdobfad asi 10 tisici lety a jsou

spojeny s rozvojem zeftlstvi v tzv. urodném fmeésici, ktery saha od vychodniho febi
Sttedozemniho mi@ po jihovychod dneSniho Turecka, sever Iraku azeverozapad Iranu.
Béhem této tzv. neolitické revoluce byly domestikoydifh druhy obilovin, diploidni pSenice
T. monococcurh. (genom A'A™, tetraploidni pSenic&. turgidumL. ssp.dicoccon(BBAA)
a diploidni jgmenHordeum vulgard.. (HH). Divoka forma tetraploidni pSenide turgidum
L. ssp dicoccoidewvznikla hybridizaci dvou diploidnich drahT. urartu (AA) a Aegilops
speltoideqBB). Naslednou hybridizadi. turgidums Aegilops tauschi{DD) vznikla pred asi
8 - 10 tisici lety allohexaploidni pSenice sétéaestivunfAABBDD).

Umela selekce souvisejici s domestikaci pSenic&m@nu Bhem zemidélské revoluce
byla zacilena na znaky, které zvySuji vynos a adaltu k prostedi. Pati mezi r&
nerozpadavost klasu, nahé obilkytdi zrna, pimy vznst, nizSi poet odnozi, redukce
dormance semen, a zvl&st jecmenu pak Sestdy klas, ktery nesgikrat vice zrn nez dvou-
tady klas divoké formy. $ni p3enice i jgmenu v piibéhu neolitické expanze zewusIstvi
do Evropy, Asie i Afriky bylo umoZino vznikem mutaci a s tim spojené diverzity v ganec

odpowdnych za pdebu vernalizace a citlivost k fotoperiod
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V souwiasnosti je hexaploidni pSenide aestivum sspaestivumpéstovana téri celo-
swtove od 65° s.8. v Norsku a Rusku aZz po 45° j.8. v Alige, ve WtSich nadmiskych
vysSkach i v tropickych a subtropickych oblastecfe @nes se zastoupenim 95 %casgji
péstovanou pSenici, vyuzivanou zejména v pekaremstvigipraw téstovin. Zbylych 5 %
swtové produkce zaujima tetraploidhi turgidum sspdurum vhodna pro vyrobugstovin
a krupice, ostatni druhy t¥iopouze minoritni podil. denen je plodinou mirného pésu jizni
i severni polokoule, dosahuje vSak i k subtropickgbiastem jizni Ameriky a arktickym
oblastem severni Ameriky i Asie a roste v natskgch vySkach nad 4500 m v Andach
a Himalgjich. Nachazi vyuZziti zejména ve sladowijgako krmivo pro hospodgka zvfata,

k vyrobé krup a mouky (Dubcovskgt Dvorak, 2007; Levy et Feldman, 2002; Labal.,
2007;Peterseret al, 2006; Pourkheirandistt Komatsuda, 200http://gramene.org/).

RodHordeumpati doc¢elediPoaceaepodelediTriticeag obsahuje 32 druha celkem 45
taxoni. VétSinu drutii predstavuiji trvalky s diploidnim (2n = 2x = 14), ggitoidnim (2n = 4x
= 28) i hexaploidnim (2n = 6x = 42) glem chromosotin existuji vSak i rostliny s aneu-
ploidnim p@tem, u nichZ byl chromosom eliminovan nebo dupl&avDiploidni druhy maji
karyotyp sestavenipvazi ze ¢tyi pafi metacentrickych, jednoho paru submetacentrickych
a dvou pat satelitnich chromosoi Kulturni je&gmen H. vulgare sspvulgare L. a jeho
divoky predekH. vulgare ssp. spontaneut Koch tvdi samostatny jednolety diploidni druh,
spontans a s vysokoucetnosti mezi nimi dochézi k introgresnimtiZieni (von Bothmer
et al, 1995;Pourkheirandistet Komatsuda, 2007). AvSak vyuziti divokych déujeémene
k prenosu Zzadanych genetickych zfiado genomu kulturniho druhu nebylo tolik @Spé,
jako je tomu nap u kulturni pSenice. @vodem je jednak skutaost, Ze diploidni organismy
jsou, na rozdil od polyploidnich, mnohem cij&i jiz k malé genetické nerovnovaze, tak
i mnohem vzdale}Si pribuznost mezi divokymi druhy a kulturniméjgenem nez je tomu

mezi druhy rodurriticum ¢i Aegilopsa kulturni pSenici (von Bothmet al, 1995).

Mnozstvi jaderné DNA jmenu Hordeum vulgarelL.) je 5,2 pg/1C, coZz odpovida
5,1 x 10 bp (Bennetet Leitch, 2005). \tsina gef, krom® geri ribosoméalnich a gen
nekterych zasobnich proteinse nachazi v genovych oblastech. Ty reprezet®ujp genomu
a jsou obklopeny sekvencemi freaymi grevazi transpozony (Barakat al, 1997).

Je&men Hordeum vulgarel. cv. Betzes) se diky nespornému ekonomickému atyan
a genetickym vyhodam, kterymi jsou diploidie, sapraSnost, nenataé gstovani a mno-
11



Zeni v laboratornich podminka¢hvysoké syntenie mezi chromosomy v ranidiicae, stal
modelovou rostlinou celé skupifyiticeae(Linde-Laurseret al. 1997; Ramsagt al, 2000).

Rod Triticum pafi do ¢eledi Poaceaea je podle Slagerena (1994) réteah do ti skupin
1) Monococcase zastupcl. monococcurh. (genom A") aT. urartu Tumanian ex Gandilyan
(A"Y), 2) Dicoccoidea mezi iz pati T. turgidum(AB) aT. timopheevi(Zhuk.) Zhuk. (AG),
a 3) Triticum predstavovan druhyl. aestivumL. (synonym Triticum vulgarg (ABD)
a T. zhukovskyiMenabde et Ericzjan (AAG), (http://www.k-state.edu./wgrc/Tanamy/
taxintro.html).

GenomT. aestivumje sloZzen z 21 pérchromosom (2n = 6x = 42) ana velikost asi
17 x 10 bp, coZ odpovida mnoZzstvi 17,3 pg/1C (Benee8mith, 1976). Je tedy asi 110 krat
vetSi neZz genonArabidopsisa 40 krat ¥tSi nez genom ryZze. Vice nez 80 % genomufitvo
repetitivni sekvence (Flavedt al, 1974, cit. Devoet al.,2009; Mooreet al, 1995). Analyza
sekvenci ZAe. tauschiipokryvajicich asi 0,075 % genomu D naiarja, Ze pSekdny genom
obsahuje z 91,6 % repetitivni elementy, pouze 2,5n%&nych geia 5,9 % nizkokopiovych
sekvenci o neznamé funkci. 53,5 % genomu D zaujireapelementy, nefisSi mirou LTR
retrotranspozony (51,2 % genomu) a 13,3 % DNAsjpaaony, nejastji CACTA elementy
(12,3% genomu), (Let al, 2004).

Diploidni rodicovské druhy maji spat@ého pedka, jednotlivé genomy A, B a D jsou tedy
homeologni a padi markek mezi nimi je obvykle vysoce konzervovano, zwasgtkoli-
nearnich centromerickych oblastech, kde je vyskikbmbinaci minimalni. Genom pSenice
vSak lEhem evoluce proSekkolika chromosomalnimifestavbami. Jiz u diploidnihaedka
dosSlo k reciproké translokaci mezi chromosomem 4#loahym ramenem chromosomu 5A.
Naslednou pericentrickou inverzi na chromosomu é/4& givodniho dlouhého ramene stalo
kratké. V oblasti translokace S5AL/4AL préfida druha reciproka translokace se 7BS.
Identifikovana byla také translokace 2BS/6BS aqmsrické inverze u chromosan2B, 3B,
4B, 5A a 6B. V genomu D Zadnéestavby zji&ny nebyly, jeho uspg@dani je proto

v s

povaZzovano za nejblizsi ancestralnimu @&gani (shrnuto v Devat al.,2009).

Mezi tetraploidni druhy pSenice, které se svym geea AA'GG nepodilely na formovani
genomuT. aestivum pati divoka T. timopheevii(Zhuk.) Zhuk.ssp. armeniacumdomesti-

kovanaT. timopheevii(Zhuk.) Zhuk.ssp. timopheevia T. militinae Zhuk. et Migusch.
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T. militinae je povaZzovéana hito za mutovanou formi. timopheevinebo za introgresniho
kiizence meziT. timopheeviia Ae. triuncialis var. persica (syn. T. persicum (shrnuto
v Jakobsonet al, 2006). Tyto druhy se vyvinuly pragpodobr pozdiji a nezavisle
na vzniku tetraploidnihoipdka pSenice seté, taktéz hybridizaci diploidmeh speltoides
aT. urarty Ae. speltoidegako matéské aT. urartu jako otcovskeé rostliny (Levgt Feldman,
2002; Salinaet al, 2006). Jejich genomy se vyzn@ charakteristickymi, druhav
specifickymi prestavbami6A'S/1GS, 1GS/4GS, 4GS/AAa 4AL/3A'L, nikoli vSak trans-
lokaci 4AL/SAL/7BS a inverzemi chromosomu 4A, almemai typickymi proT. aestivum.
Chromosom 4AT. aestivumse od chromosomu 4A. timopheevii$i piitomnosti celkem
jedné paracentrické a dvou pericentrickych invéRddriguezet al, 2000; Salinaet al,
2006).

Pro skupinu tetraploidnich pSenic timopheevii j@itkd Fitomnost gea rezistence
k mnoha onemoemim rostlin, zejména houbovym. Z&adny éghto ger typickych
proT. militinae nebyl v pSenici seté identifikovan. Proto jsowtgruhy vyuzivany vizeni

jako zdroje get rezistence &i patogetam. (Jakobsomt al, 2006; Salinat al, 2006).

K nejzavazgjSim houbovym onemoeénim jak pSenice tak §enenu pati padli travni.
MuzZe mit na ssdomi az 45 % ztraty vynosu, rozsah onenga€zdvisi na pouzitém kultivaru
a vrejSich podminkach. Padli vSak oviivje i dalSi vlastnosti pSenice jakou je hapvalita
mouky. Zpisobuje totiz zrénu slozeni a obsahu protéin ni obsazenych, a sniZzuje tak jeji

hodnotu az o 50 % (shrnuto v Syn2003). Rvodcem padli travniho Blumeria graminis.

2.2 BLUMERIA GRAMINIS

Vlaknita houbaB. graminis DC z ¢eledi Erysiphalestiidy Ascomycetege pivodcem
onemocgni obilovin zvaného padli travni.éd se na Bkolik hostitelsky specifickych forem,
nag. jecmen postihujBlumeria graminid. sp hordei pSenici pakBlumeria graminid. sp
tritici. Jedna se o obligatrbiotrofniho parazita, fiestoze na rozdil od jinych obligatnich
parazifi nepostrada Zzadnou metabolickou drahu ani schopmattbolismus regulovat.

Mozné vys¥tleni je, Ze k metabolické regulaci vyZaduje sigri@stitele Both et al, 2005).
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Projevuje seirstem konidii a mycelia na povrchu tisthapada rostliny v jakémkoli stadiu
rastu, je roz&en celoswtové, pricemz nejzavai)Si dopad na vynos byl zaznamenan
v Evrog, jihozapadni Asii a vychodnich a zapadnééstech Severni Ameriky. Vzhledem
k tomu, Ze se tato houba vyviji pouze zelenych rostlinach, jeji spory sehem roku
pienaseji ¥trem mezi postuph dozravajicimi populacemi rostlin a to az do vzdakdi
100 km za rok. Optimalnimi podminkami pro rozvoglige stin, vysoka relativni vihkost,
nejlépe 100%, a teplota v rozmezi 15 — 25 °C. Ratopaktivita je vykazovana figeplotach

3 - 31 °C, avSak poipkrateni 28 °C byva epidemie padli inhibovana. K zavainmzsahu

onemocgni piispiva i zavlazovani, pouzivani dusikatych hnojnadnérna hustota porostu.

B. graminisse rozmnoZuje pohla¥n nepohlave, oba cykly mohou probihat na jedné
rostliné. Tato houba je heterothalick&hem pohlavniho neboli teleomorfniho stadia se tedy
z haploidniho zarodeého mycelia tvid morfologicky odliSnd gametangia, s&imaskogonia
a sandi antheridia. R jejich spojeni dochazi nejprve k fazi kikna tvorlz askalni matieské
buiky — dikaryonu, nasleduje fuze jader a vznik zygdig vyrista v silnostnnou, tmav
zbarvenou plodnici (askokarp) uzemwého typu (kleistothecium), v niz meiotickyrélehim
vznikaji wecka s haploidnimi askosporami (Obr. 1). Kleistotheumo#uji houk® preziti
vV negiznivych podminkach, tid se zejména na konci vegaétého obdobi hostitele.

B. graminisvSak niize geckat zimu i jako mycelialni povlak napna slani. Pohlavni
rozmnozovani poskytuje Sirokou genetickou diverzdleZitou pro evoluci patogena.

V nepohlavnim neboli anamorfnim stadiu jsou produdky bezbarvé, jednob&mé, jedno-
jaderné a tenko&tiné nepohlavni spory — konidie, které rostobetzcich a postuph
dozravaji. V bazalniastirettzce vznikaji A konidie sigpazkami, nasleduji prodluzujici se B
konidie, C konidie jsou jiz zralé sporyjfettzcem spojené pouze papilou. Dokud nejsou C
konidie z koncefetézce oddleny, Zistavaji protoplasty sousednich spor propojeny pérem
(Obr. 2, A). Zrani konidii je zavislé na stavulisteplot a vihkosti. Jsou uvabvany v pii-
béhu celého dne, maji vzhled bilého praskug Gtadia, jak pohlavni tak nepohlavni, jsou

schopna vyvolat infekci (Jarvet al, 2002; Srnd, 2003).
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Obr. 1: Zivotni cyklus Blumeria graminis. 1 - kli¢ici haploidni askospora nebo konidie;
2, 4 — konidiofory s konidiemi3 - haustoria5 - konidie; 6 - askogoniai7 - antheridia;8 - tvorba
askokarpu, dikaryon, 10- Kkleistothecium;11 - askus s haploidnimi askosporarh® - askospory
(http://www.scritube.com/biologie/botanica/BOLILERAULUI1211191616.php)

Penetrace zralé askospory nebo konidie je zahdjembou extracelularni hmoty, ktera
zpusobuje enzymatické oslabeni kutikulye@m hodiny po inokulaci se objevuje kratka
primarni klgici hyfa, kratce poté sekundarni hyfy, na jejichiéc&e se tvéi zahnuta apresoria
znatelna asi 8 hodin po inokulaci. Téktizné 15 hodin po inokulaci pronikajifes bugcnou
sténu a invaginuji cytoplasmatickou membranu epidenialiiky, z niz¢erpaji vodu, aniz by
do samotné hiky pronikla. Po usgné infekci nasleduje penetrace donkyu pomoci
jednobur¢nych haustorii, ktera dale pfaitaji do epidermalni tké&ra slouzi houbk cerpani
Zivin z hostitelské hiky. Prvni konidie a konidiofory se objevuji asi 4 & dm po UsgsSné
primérni infekci (Obr. 2, B), (Botbkt al, 2005).
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Obr. 2: Nepohlavni cyklus Blumeria graminis. A) Fotografietettzce zrajicich konidii (Shin
et La, 1993, cit. Brauret al, 2002).B) Casovy sled tvorby infalich struktur, po tvorbapresoria
dochéazi k penetradilo buiky, pokud tomu hostitelskd bka nezabrani tvorbou papily. Infekce
pokrauje tvorbou haustorii a 5 dni po inokulaci jsoulistech viditelné konidiofory, které uwalji
nové konidie (pevzato z Botlet al.,2005; Kunoh, 2002).

Houby c¢eledi Erysiphalesnejsou pilis geneticky prozkoumané, jelikoz prace s nimi je
velmi nar@na, jednak vyzaduje specialni podminky pro zabwémzajemnych kontaminaci
mezi izolaty, jednak jsou tito obligatrbiotrofni paraziti obtiz& kultivovatelni na médiich.
Vyjimkou je B. graminisf. sp. hordei ktera se stala modelovym organismem nejen pro stu
dium padli, ale i pro obligatni houbové patogengat. Poskytuje pedstavu o zakladnich
mechanismech biologiedhto patoget, ty vSak nemusi byt vZzdy totoZzné, nébexistuji
geny, které jsou u jednotlivych dnufiv rdmci jednoho druhu odlisné (Brown, 2002).0¢e
1990 bylo v genomi. graminis f. sphordei pomoci 31 RFLP lokusa 5 lokus virulence
charakterizovano 7 vazebnych skupin (Christianse@iese), v roce 1994 bylaipravena
genomova YAC knihovna (Borbyet Giese, cit. Pedersest al, 2002) a v roce 2002 BAC

knihovna (Pederseet al, 2002). Velikost genomB. graminisje odhadovana na 118,3 Mb,
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piiblizné 70 % tvdi repetitivni sekvence.iBdpokladany peet gerii tohoto parazita je asi
6400 (Spanu, 2008).

Jednim ze zjsohi, jak s houbovymi patogeny bojovat, je pouziti fieidfi. Tento pistup
je ovSem spojen nejen s vysokymi naklady, ale Ragmegativnim vlivem na Zivotni
prostedi. Navic, Bkteré kmeny si &em své evoluce vytvwily rezistenci k ukitym
fungicidnim gipravkim (Brown, 2002). Zejm¢ nejefektivigjSim, ekonomickym a k Zivotni-
mu prostedi SetrnynteSenim je vyuZziti vlastnich gemostliny, které odpovidaji za rezistenci
Kk jejim patogefim.

2.3 REZISTENCE U OBILOVIN

Rostliny jsou rezistentni kétSingé patogefi ve svém prosédi. Divodem selhani ataku
patogena rize byt to, Ze rostlina nevyhovuje konkr&jeho pozadavkm a je tedy pro &
nehostitelska, nebo to, Ze je vybavena geny rewistéR geny) a pro svou obranu vyiva
strukturalni bariéryci toxické slokeniny nebo vyuziva takovych obrannych mechafjsm
pii nichZ infekce Astava lokalizovana. Rezistencéize byt podmisna kvalitativr i kvanti-
tativné. Existuje rkolik typu rezistence, ty se vSalasto gekryvaji a biochemické procesy,
které se v nich uplatji, byvaji obdobné. RozliSujeme rezistenci spekdu k utité rase
patogena, rezistenci rasowiespecifickou, rezistenci nehostitelsk@ast&nou nebo indu-
kovanou (\échet, 2008).

2.3.1 RasoW specificka

VétSina znamych R génrostlin kdduje proteiny, které obsahuji centraftoménu
s vazebnym mistem pro ATP nebo GTP (NBS — nuclediidding site) a karboxyterminalni
doménu slozenou iady degenerovanych repetic bohatych na leucin (I=RRucine-rich
repeat residues). Tyto tzv. NBS-LRR proteiny jsouogtlin rozéleny na d¢ skupiny.
TIR-NBS-LRR obsahuji TIR doménu, ktera je homolog Toll proteinemDrosophily

a savim receptorem pro interleukin-1. U druhé skupinyotaloména chybigasto je
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nahrazena CC doménou se Sroubovicovou struktukledecoil). U jednodloZznych rostlin
byly detekovany pouze CC-NBS-LRR proteiny, u dwdadnych typy oba, s fevahou
TIR-NBS-LRR. NBS-LRR proteiny umdakiji rozpoznani nejen houbovych a virovych
patogeri, ale i parazitujicich hlista hmyzu (Ayliffe et Lagudah, 2004). Tdéka vSechny
izolované R geny obilovin jsou rasowspecifické, zproseédkovavaji rezistenci pouze
k takovym drulim patogenu, u nichz je exprimovan odpovidajici gpé&§ gen avirulence
(Avr). Podle Florovy teorie ,gen proti genu® (1971, d@lyliffe et Lagudah, 2004) rozeznava
kazdy R gen pouze jeden produkt avirulentniho gextagena. Tento procesiie byt chapan
jako specificka interakce receptor - ligand, kteésleds vede k aktivaci obranné odpiali.
Vzhledem k tomu, Ze u patogen@ie dochazet ke ztratam nebo mutacim genu avirulgace
pro raso¥ specifickou rezistenci typické pouze kratkodobéaf v zengdéIstvi (Ayliffe et
Lagudah, 2004).

Raso¥ specificka rezistence je obvykle spojena s hypeigeni reakci, jejiz znamkou je
hromadni fenolickych latek v celé napadenénbe a jeji nasledna apoptdéza. Rychla smrt
napadené hiky je vzhledem k tomu, Ze obligdtrbiotrofni patogen jako jd. graminis
vyZzaduje ke svému vyvoji Zivé bBlay hostitele, efektivni obrana. Vyznamnou roli wito
procesu hraje hromadi H,O,, ktery se nejprve objevuje veésch mezofylovych buik
obklopujicich napadené epidermalninky jako produkt patogenem indukované mezofylovée
oxalat-oxidasy. Tato oxidasa je aktivovana okyseheapoplastu cestou hypotetické ATPasy
prenadejici A. Nasleds dochazi k hromaghi H,O, v celé napadené epidermalniibe, ktera
podléha hypersenzitivni reakci. To souvisi i s uzgsm aktivity peroxidas, zvySenim obsahu
glutathionu a jeho konverzi na oxidovanou formum\ég€ Us@Sné penetrace patogena

pies bugcnou sénu jsou produkovany reaktivni formy kysliku (Codiet al.,2002).

Raso¥ specificka rezistence je podnifa kvalitativig, geny velkého &inku, projevuje se
u klicicich i dosglych rostlin. U pSenice bylo dosud identifikovan® kusi pro raso
specifickou rezistenci k padli travnim@m1-Pm43(Pm18, Pm22 a Pm2Byly vynaty),
u lokudsi Pm1, Pm3, Pm4, Pn®Pm8je za rezistenci odpe@dna vice nez jedna alela¢t€ina
z nich vSak neriize byt pouzita ve Sleahti. Nekteré z lokusé byly odvozeny z diploidnich
i tetraploidnich kulturnich i divokych driahpSenice, problémem tedy mohou byt nevyhodné
vlastnosti spojené s vnesenim fragmentu cizihornshsomu, jenZ lokus nese. Problémem

u prenosu lokusu z rozdilného kultivaru byva lokalnapiice ¢i snizeny dinek genu vinou
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odliSného genetického pozadi (Chetral, 2009; Huaet al, 2009; Liet al, 2009). Klonovan
byl doposud jediny gefPm3b z chromosomalniho ramene 1AS, ktery ma 10 alelo By
zZjisténo, ze u citlivé alely kandidatniho geRmn3h genu pro CC-NBS-LRR proteioSlo

k deleci jednoho bazového paru v kddujici oblagiihjaouiet al, 2004).

V je¢meni byly lokusy odposdné za rezistenci k padli travnimu zamapovany manco-
somech 1H Nla, Mlk, Mlat, Minn, Mira, MIGg, 2H MILa), 4H Mlg, mlg, 5H MIlj), 6H
(Mlh) a 7H lit, MIf), (shrnuto vRepkova & al., 2006). Genova rodinMla zahrnuje 32
znamych alel, v telomerick#sti 1HS, v Useku o velikosti 240 kbp tvti rozdilné skupiny
homolognich NBS-LRR gén které koduji R proteiny specifické kéitemu souboru izolét
padli travniho (Wei teal., 1999). Proteiny Mlal a Mla6 jsou z 91 % identickeSak Mla6,
narozdil od Mlal, vyZzaduje Kinnému spugni obranné odpasdi piinejmensim dva dalSi
geny, jsou jimiRarl, kédujici zinek vazajici protein, 8gtl gen pro podjednotku SCF
ubiquitin ligasového komplexu. Oba proteiny intargvzajemié a dale s podjednotkami
COP9 signalosomu, coz tire veést k cilené ubiquitinaci a nasledné degragaoteini
(Obr. 1), (Ayliffe et Lagudah, 2004).

2.3.2 Rasow nespecificka

Rezistence k&tSiné biotrofnim i nekrotrofnim patogém je podmigna kvantitative,
fenotyp vykazuje v segregujici populaci kontinuaharakter, je ovlivén jak mnoha geny
malého @inku, tak i prostedim. Vyhodou polygerndédi¢nych rezistenci, ve smyslu jejich
vyuziti v zengdglstvi, je jejich trvalost, pat mezi r¢ i vétSina tzv. rezistenci do&ych rostlin
(APR - adult plant resistance), (Ayliffet Lagudah, 2004). V genomu pSenice bylo zama-
povano zn&né mnozstvi QTL odpadnych za rezistenci k padli travnimu, jiz v rocé999
Keller et al. mapovali 18, Chantretdt al., Liu et al a Mingeotet al. v letech 2000 az 2002
celkow taktéz 18 QTL lokus (cit. v Huanget Réder, 2004) a v pracich Liarg al., (2006),
Jakobsoret al. (2006), Tuckeret al. (2006), Murantyet al. (2009), Lanet al. (2009) a Lan
et al. (2010) bylo zamapovano dalSich 17 QTL. Tyto reristi lokusy byly ziskany
z raiznych KiZzeni a mapovaly té&n na vS8echny chromosomy pSenice.

Pro raso¥ nespecifickou rezistentni odpal je typické, Ze se u rezistentnich linii na ¥nit
ni strag burgéné sény pod apresorii patogena toefektivni papily, jeZ jsou rozsahlejsi
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a objevuji se five nez papily u linii citlivych. Atakované epidedini buiky, narozdil od re-
zistence rasavspecificke, ktera obvykle vede k hypersenzitivmidgné smrti, pezivaji.

Jemenny gen rezistence k padli travnimlo je mezi R geny zcela unikatni, n€bse
jedna o mutovany endogenni gen, ktery zpeatovava rasay nespecifickou rezistenci,
podmirgnou homozygot# recesivi. Funkni alela kdduje potencialni membranovy receptor
o sedmi doménéch, ktery prayadobré negativie reguluje obrannou odp&¥ rostliny tak,
7e vazbou na calmodulin, a tedy regulaci hladiny*danti, ovliviiuje rozpoznavani
intracelularnich a extracelularnich sighaPro &innou rezistenci je vedle gemalo nutna
I pfitomnost ged Rorl, jehoZz mechanismusigobeni neni znam, Ror2 kédujici syntaxin,
SNARE protein cytoplasmatické membrany, ktery tearbkomplexu s j@mennym
homologem SNAP proteinu HYSNAP34, taktéZ nezbytiwyobranné odpaidi, a se SNARE
proteiny lokalizovanymi na membrarvezikuli, umoziuje exocytézu w&ia obsahujicich
H.O, (Obr. 3), (Ayliffe et Lagudah, 2004). Je znamo, 2e04d zprostedkovava propojovani
komponeni burg¢né stny, zvySena tvorba #D, tedy mize vest k rychlejSi tvorbpevrjsi
fyzické bariery. HO, se Zzejm¢ uplatiuje nejen v rezistenci zpréstikovanémlo, kdy dochazi
k jeho hromadhi v efektivnich papilach, ale ihe mit také fimé antimikrobialni tinky
a ve vysSich koncentracich i evokovat &tmou smrt. U hypersenzitivni reakce zptedt
kované lokusyMlal2 a MIg se prokazatethzvySuje jeho koncentrace v ime. V nizSich
koncentracich rize HO, vystupovat jako signalni molekula, ktera péclje odpo¥d
v okolnich hostitelskych hikdch. Na obranné odpédi se podileji také fytoalexiny,
nizkomolekularni antimikrobialni latky, k jejichzdmadini dochazi za biotického i abio-
tického stresu. U linii nesoucich rezistentmo alelu je fytoalexinu (konkréthp-kumaroyl-
hydroxyagmatinu) produkovano az dvakrat vice neiil citlivych (Hickelhovenet al.,
1999; Collinset al.,2002).
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Obr. 3: Funkce geni Mlal, Mla6 a Mlo/mlo v rezistenci k padli travnimu u je&¢mene. Mlal
a Mla6 jsou geny odpasdné za rasayspecifickou rezistenci, kdduji CC-NBS-LRR proteirkgeré
spoustji obrannou odpad’. Mla6 vyZaduje pomocné proteiny Rarl a Sgtl, které Zgewaa COP9
podjednotku signalosomu, coZ ma za nasledek ubiguita naslednou degradaci profeiGGenMlo
kéduje membranovy receptor, ktery pr&pddobré interakci s calmodulinem negatiévmeguluje
obrannou odpasd’. Jeho mutantni formelo spolu s pomocnymi proteiny, mezémnpati SNARE
a SNAP umottujici exocytdozu v&ku s HO,, zprostedkovavaji rostlid raso¥ nespecifickou

obrannou odpayd’ (pievzato z Ayliffeet Lagudah, 2004).

2.3.3 Nehostitelska

Nehostitelskou rezistencittheme chépat jako obecnou rezistenci vSech jédindtivari
¢i ekotypi daného druhu hostitele ke vSem znamym idofahebo kmeaim daného druhu
patogena. (Schweizer, 2007). Nehostitelska rezsteguziva fyzickych i chemickych bariér
rostliny, jeji princip pedpoklada existenci dvou modelPrvni je zaloZzen na ndfmnosti
adaptovaného efektoru patogena, coZz vede k aktivgsoce konzervovanych spo&st
¢t obranné odpaydi, jedna se o zakladni, trvaly typ rezistence.Hyrmodel stavi naip
tomnosti R geth mnoh@etné rezistence kddujicich NBS-LRR proteiny, kiatéraguji sAvr
a vedou k dlouhodobé rezistenci. Nehostitelsk&terce #istava malo prozkoumana (Ayliffe
et Lagudah, 2004; Schweizer, 2007).
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U jeémene je znamo velmi malo lokusodpowdnych za nehostitelskou rezistenci.
NejcastjSi reakci na neodpovidajici typ padli travnihpijestavba buktné sény a vytvdeni
efektivnich papil. Podolinlokalizovanou odposd’, kterd nevede k apoptdze, indukuje i gen
mlo, zprostedkovatel rasayv nespecifickeé, dlouhodobé a hostitelské rezisteBtejre jako
pii rezistenci podmigné mlo genem se i v nehostitelské rezistenci uplptgenyRorl, RoR
a HYSNAP34 tedy podobné mechanismy. To potvrzuje i skubst, Ze bilkky s nadmdrnou
expresi funkni alely Mlo se v disledku negativni regulace hostitelské i nehoskéels

odpowdi stavaji citlivymi i k neodpovidajicimu typu padl

Mezi projevy nehostitelské rezistenceizeme v ®kterych gipadech zaadit i hyper-
senzitivni odpo¥d’, typickou pro specifickou rezistenci R dgenFrikladem je reakce
k neodpovidajicimu typu padli travniho hag Blumeria graminis f. sphordei u pSenice
(Schweizer, 2007).

2.3.4 Casta®na a indukovana rezistence

Pri casténé rezistenci dochazi ke zpomaleni vyvoje epidemé@wzdory vysokému
infekénimu typu, je charakteristickd zavislosti naé¢jgfch podminkach. Indukované
rezistence vznika zesilenim obranyschopnosti mystiisobenim vgjSich stimuti, je roz-
liSovano rekolik typi, LAR - lokalre ziskana rezistence (local acquired resistanceR SA
systémov¥ ziskana rezistence (systemic acquired resistam8®),- indukovana systémova
rezistence (induced systemic resistance) a WIRdukiavana rezistence proti pogai
bylozravého hmyzu (wound-induced resistence). SA&Rclhapana jako rezistence tkani
vzdalenych od mista indukce, projevuje se jako &iglrvyZzaduje signalni molekulu kyseliny
salicylové (SA). Kindukci je pouzivano virulenthici avirulentnich a nepatogennich
mikrobi, chemickych (nap SA, benzothiadiazol) nebo biologickych latek. ukdvana
rezistence psSenice k padli travnimu je studovaysiedky naznéuji, Ze se efektivitatiznych
induktorii oproti neoSéené kontrole pohybuje mezi 40 az 80 % a je zavialp@asi, tedy

na podminkéch pro rozvoj padli §&hetet Burketova, 2008).

Vzhledem ke znmé diverzié a mutabili€ ve virulentnich genech patogena je Zzadouci
hledat nové geny rezistencé&cv konkrétnim izolaim v uritém prostedi a pro dosazeni
efektivni rezistence ip ziskavani rezistentni otbty kombinovat vice geénraznych typi
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rezistence, které mapuji ¥anych lokusech (tzv. pyramiding genHsamet Zeller, 2002).
Vyuziti geni rezistence spiva v jejich vneseni do citlivého hostiteléj& cestou moderniho
Slecheni, které je zaloZzeno na selekci zpfedkované markerem mapujicim dsné vazb

k danému genu (MAS), nebo jejickimym grenosem pomoci molekularnich metod, coz vy-

Zaduje ziskani sekvence genu a jeho régitha oblasti cestou pd@riho klonovani.

2.4 POZICNi KLONOVANI

Pozini klonovani je experimentalni postup, ktery vedeézdkaci sekvence DNA
odpowdné za ufity fenotyp. Je postaveno na séelmnoha technik, které umagi izolovat
neznamy gen na zaklaanalosti jeho pozice v genomu. Rgdho klonovani bylo usi$n
vyuzito ke klonovanirady biologicky i zemdélsky vyznamnych gehi QTL (Gresshoff,
2005). Prvnim klonovanym genem byl vroce 1989kidgien odpowdny za cystickou
fibor6zu (Rommenet al), u rostlin byla tato metoda poprvé aplikovanaeer 1992 fi klono-
vani genuAB13(Giraudatet al, cit. Zhang, 2008) a genu pro desaturasu omagasinych
kyselin (Arondelet al, cit. Zhang, 2008) Wrabidopsis thalianaPozini klonovani u tak
velkého a komplexniho genomu, jaky ma pSenice $éddly se navic sklada z& homeo-
lognich genom a je tvden gevazr repetitivnimi sekvencemi, bylo donedavna povazovan
za nemozné. Diky rozvoji molekularnich a sekvereh technik a zejména sfipravou
knihoven dlouhych inzeitbyla tato doménka vyvracena a prvni G&né klonovani gen
u pSenice bylo publikovano vroce 2003. Doposudpséddilo klonovat celkem deset
pSenénych geid, tfi zodpowdné za vernalizacVRN-1, VRN-2a VRN-3(Yan et al. 2003,
2004, 2006, cit. Devost al, 2009), jeden souvisejici se znaky domestikKagé-ariset al.,
2003), jeden odpadny za kontrolu homeologniho péarovépil (Griffiths et al., 2006),
jeden ovliaujici senescenci a obsah protgirzn a Fe, gerNAC (Uauy et al., 2006)
a Ctyfi geny rezistence, z tohai ke rzi pSeniné Lrl, Lr10 a Lr21 (Cloutier et al, 2007;
Feuilletet al, 2003; Huanget al, 2003) a pouze jeden k padli travnifPmn3 (Yahiaouiet al,
2004).

K prvnim krokim pozeniho klonovani genu patdetekce jeho spolehlivého fenotypu

a odvozeni mapovaci populacé&Zenim dvou fenotypav kontrastnich rodii. Mapovaci
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populace umaije objasnit zpisob d@di¢nosti tohoto genu a jeho lokalizaci na genetické
maps, a to vyhodnocenim vazby dostupnych markea mutantni fenotyp a identifikaci
hraninich market lokusu tohoto genu. Genetické vzdalenosti meagdd/ymi lokusy jsou
odhadovany na zaklagravdpodobnosti rekombinace mezi nimi. K prvotnimu zaovami

se pouzivaji zejména,Fmapovaci populace. Jejich vyhodou je goms rychla giprava,
variabilita, moznost sledovattéi paiet znaki, nevyhodou pak skuteost, Ze jednotlivé linie
nelze pemnozovat. Nesmrtelné linie mohou byt zdelvozeny gkolikerym samosprasenim,
jedna se o tzv. rekombinantni inbredni linie (RlEjichZ vyhodou je nejen nesmrtelnost, ale
i vySSi rozliSeni ve srovnani s,z nichz byly odvozeny, a taktéz skiriest, Ze tyto linie jiz
béhem Sesti generaci dosahuji #niplné homozygotnosti (asi 95 %). Zcela homozygotni
jsou dihaploidni linie (DH), které v j&d obsahuji d¥ naprosto identické sady chromosom
Jsou idealnimi rodi pro kiizeni a tvorbu mapovaci populace. DalSim typem wegoh
populaci jsou populace #mych Kizendi (BC). Jejich vyuziti sptiva zejména ve studiu
urcitého fragmentu na genetickém pozadi kontrastnil@e ¢i ve vnaseni ciziho fragmentu
do genomu, jehoZ ostatni vyhodné znaky maji byhaaény. Sestou generaci&mpych
kiizendi tvori jiz tzv. ténef izogenni linie (NILs), jez jsou téka identické, liSi se pouze
selektovanym fragmentem kontrastniho ¢ediVnesenim DNA fragmentu odliSné oady
vznikaji tzv. meziodidoveé substiténi linie, vnesenim fragmentu jiného druhu tzv. ontr

gresni linie. $chneider, 2005)

Lokus, do ghoZ byl hledany gen zamapovan, je délergdmd saturovat novymi markery
a identifikovat ten, ktery bude mapovat v co &ejtjSi vazlg s fenotypem a tedy ohra&ovat
oblast genu v co nejmensi vzdalenosti. Vzhlederankut Ze v genomu existuji sekvence
s vyS8im vyskytem rekombinaci a naopak mista, aeni&terochromatinové oblasti kolem
centromery, kde k rekombinacim t&mnedochazi, a Ze wipact kiizeni druhow vzda-
len¢jSich rodéa maze byt rekombinace vidledku inverzi a translokaci inhibovana, geneticke
vzdalenosti zpravidla neodpovidaji vzdalenostemckyan (Gresshoff, 2005). Farist al.
(2003), Yahiaoukt al. (2004) a Cloutieet al. (2007) ziskali i mapovani pSetnych gefi
ponery fyzické a genetické vzdalenosti 212,5 kb/cM, 98®6/cM a 51,9 kb/cM.
Doporwovana geneticka vzdalenost hkamich markelt se pohybuje mezi 0,1 az 1,0 cM.
(Gresshoff, 2005).
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K ziskani novych markérv pSenici je v posledni délyyuzivano kolinearity sibuznymi
genomy. PestoZe se jednotlivé drulégledi Poaceaeevolwiné rozctlily jiz pied 65 miliony
lety, maji fizny paet chromosori i rizné ploidie a velikosti jejich genamkteré navic
prosly p@&etnymi gestavbami, se liSi az 40 krat, zastoupenitigefejich paadi Zistalo
ve velké mite konzervovano. To potvrzujekolik srovnavacich analyz nejen genojadnot-
livych druhi pSenice, ale i gendmpSenice, ryZze, {gnene, Zita, ovsa, kukige, prosa,
cukroveé ftiny a ¢iroku (Devoset Gale, 2000; shrnuto ve Fragg al, 2008 Sorrellset al,
2003; Hackautet al., 2009). Zdrojem novych markiertedy mohou byt jak dostupné mapy
loviny je bezesporu ryZze set®ryza satival.), jimZz se stala diky svému vyznamu a své
relativne malé velikosti genomu (430 Mb). Pro molekukabiologické studie obilovin ryze
jako model poskytuje jednak zfm@ mnozstvi genetickych zdégjmapovacich populaci,
introgresnich/substitunich linii, NILs a mutantnich linii, jednak tisi¢eSTs, cDNA, DNA
¢ipt, nekolik genomovych databazi (shrnuto v Xai al., 2005) a od roku 2002 i celo-
genomovou sekvenci obou poddiuhdica ajaponica(Goff et al.,2002; Yuet al.,2002, cit.
Xu et al, 2005), jejiz dostupnost ztr& usnaduje pozéni klonovani u obilovin. V roce 2009
byla publikovana také sekvence genotimoku (Sorghum bicolorL.) o velikosti 730 Mb
(Patersonret al). Jako novy model pro obiloviny se jeBrachypodium distachyorjehoz
genomova sekvence byla publikovana v roce 2010 ¢Metcal).

DalSim postupem poziiho klonovani je skrining knihovny dlouhych inZernarkery
identifikovanymi v &sné vazb s hledanym genem. V stasné dob jsou nefastji pouzi-
vany knihovny zaloZzené na bakterialnich chromosém@AC). Vyuziti BAC knihovny
hexaploidni pSenice je Zidodu zn&ného rozsahu jejiho genomu do&tisog i financné
nara:né, nap. knihovnaT. aestivumktera byla fipravena v roce 2003 pro kultivar Chinese
Spring a pokryvala genom 9,3 kedtala 1,2 mil. klori (Allouis et al.,2003, cit. Devogt al.,
2009). Ztohoto dvodu pispely k usgsSnému klonovani fevazre knihovny genom
mensSich, diploidnicil. monococcunfYan et al., 2003; Yahiaouiet al., 2004; Fariset al.,
2003) aA. tauschii(Cloutieret al.,2007; Huanget al., 2003) a tetraploidnT. turgidum ssp
durum(Yahiaouiet al, 2004; Griffithset al.,2006). Yaret al. v roce 2003 vyuzili také BAC
knihoven ryze aciroku, Cloutier et al. (2007) a Griffithset al. (2006) BAC knihovny
hexaploidni pSenice a Griffithet al. (2006) ziskali nové markery diky BAC knihovny

Brachypodium sylvaticum MoZnost redukovat velikost genomu hexaploidni npse
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efektivngji nez pomoci druth s nizSi ploidii a dalSi usnaghi poztniho klonovani nabizeji
BAC knihovny gipravené z jednotlivych cytometrickyidénych chromosoiin nebo ramen
chromosomu. Prvni chromosontospecificka BAC knihovna pro eukaryoticky organismu

byla pipravena v roce 2004 z 3B chromosomu p3enice {8t cit. Devoset al.,2009).

BAC knihovna je identifikovanymi hraémimi markery skrinovana Hdito hybridizaci
na membranach s nanesenymi replikami knihoven pelnaoci PCR. Pozitivni BAC klony
nebo jejich konce jsou osekvenovany, ziskané seleverohou byt zdrojem novych marker
polymorfnich v mapovaci populaci &hou vazbou a blize ke genu. Skrinovanim knihovny
koncovou sekvenci BAC klonu je nalezen sousednin.kldento postup je nazyvan
.chromosome walking“. Pokud je zacelem geklenuti ¥tSi vzdalenosti nebo mezery
v sekvenci vyuZita specialni knihovna s klony,gkj inzert vznikl spojenim dvou sekvenci
vzdalenych od sebe az 200 kb, pak howe o ,chromosome jumping” (shrnuto v Gresshoff,
2005; Dosks 2005). Cilem je sestavit lokalni kontig a vybBAC klon, ktery obsahuje
kandidatni gerti geny. V gipadt, Ze je k dispozici integrovana fyzicka a genetickapa
a/nebo sekvence celého genomu a je tedy znamerpgenetické a fyzické vzdalenosti
v jednotlivych ¢astech genomu, neni ,chromosome walking” nutny ziggogenu i klony,
které jej obsahuji, Ize fpdpovdét a identifikovat pimo (tzv. ,gene golfing“), (Zhang
et Wing, 1997, cit. Zhang, 2008Yybrany kandidatni klon je osekvenovan, anotaceemée
umozni identifikovat potencialni futki geny i pseudogeny arquipo¥dét proteinovou
strukturu a funkci genu. Nasledujgepné sekvenace mutantnich i kontrastnich alel wyiota
kandidatnich geih a detekce polymorfisin (SNP). Je charakterizovano, jaky ma identi-
fikovany SNP vliv na zénu struktury proteinu. (Zhang, 2008; Gresshoff,200

Zawrecnou fazi poziniho klonovani je verifikace kandidatniho genutejeharakterizace
z hlediska regulace a funkce. Existujgkalik pristupi, jak gen verifikovat, nap kiizenim,
transformaci nebo vyuzZitim RNA interference. GdPm3 Lr21 a Lrl byly verifikovany
pozitivni transformaci bombardovanim citlivé rasgli plasmidy s kandidatnim a repor-
térovym genem (Yahiaouet al, 2004; Huanget al., 2003), Lrl navic i pomoci virem
indukovaného unteni genu (VIGS - virus-induced gene silencing), kgnom viru
obsahoval vnesenotést kandidatniho genu v ,antisense” orientaci (Géowet al., 2007).
Q gen byl verifikovan detekci delece v kandidatniemg uq mutanti, jejichz fenotyp byl

indukovan neutronovym #énim (Fariet al.,2003).
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2.5 MAPOVANIi GENU REZISTENCE DOSPELYCH ROSTLIN K PADLI
TRAVNIMU U PSENICE

Kiizenim citlivého kultivaru pSenice seté Tahti adgloidni T. militinae byly ziskany
hybridni linie, jez byly rezistentni k padli trammi ve stadiu kéicich i dosplych rostlin
(Jakobsoret al, 2006). KiZenim Tahti s jednou 2dhto linii ozn&enou 8/1, pro kterou byla
charakteristickd vysoka a viiehu ti let stabilni rezistence, byla odvozenss Bopulace,

v niz byly identifikovany dva QTLs odpe&&iné za rezistenci k padli travnimu u dédgph
rostlin. Hlavni lokus byl nazva@Pm.tut-4Aa zamapovan na dlouhé rameno 4A mezi mar-
kery gwm160a wmc232s €snou vazbou kgwml160(Obr. 4). Rezistentni linie nesly v této
oblasti translokovany UsekTz militinae. Stejné translokace souvisela i s rezistengidiith
rostlin. Druhy QTL pro rezistenci u dadfch rostlin byl detekovan na 5A, bylo prokazéano,

Ze pokud tento QTL Ilokus obsahuje segmentT. z militinae, cinek genu
QPm.tut-4Aie zvySovan.

70 | [\\\ _—

&0 |

0 ] AN

w | N Obr. 4: Mapa lokusu QPm.tut-4A. QTL
W e e — — __";H____

. ~ odpovdny za rezistenci k padli travnimu u dégph

rostlin mapuje v populaci 8/1 x Tahti na dlouhé

FEN, ) | rameno chromosomu 4A do oblasti mezi htaimni
%% x\ //'/ 8 markery gwm160a wmc232 blize gwm160.Markery
\I ./ ~ | | barc153 a gwm610.bna okrajich zobrazeného Useku
E é‘:;‘ %‘ g%—‘%‘ %‘ g %‘ 4AL orientuji oblast genuparc153podle dostupnych
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k centromeée.
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Studium kolinearity mezi mapou sledovaného lokusastatnimi mapami hexaploidni
pSenicei sekvencemi ryze &8rachypodiavedlo k identifikaci markeér a geri, jimiz by
genetickd mapa v oblasti ger@Pm.tut-4Amohla byt saturovana (Valarigt al. 2009).
91 jednokopiovych ESTs z distadlniho binu deie mapy 4AL (4AL-0.80-1.00) bylo
mapovano do ryze, 48 z nich mapovalo na ryZovyabrabsomech 1 az 6fipemz nejroz-
sahlejSi skupina 20 ESTs mapovala do konce kratkéhwene ryZového chromosomu 6
(R6S). Jako nejpra¥godobrijSi kolinearni oblast IQPm.tut-4Alokusu, s nejvyssi koncen-
traci kolinearnich gen byla vybrana oblast R6S od telomery po 1,77 Mb.t@hoto Useku
mapovalo celkem 13 ESTs z binu 4AL-0.80-1.00, hhibyly odvozeny markergwm10az
owm?22 (Obr. 5, Tab. V, vysledky). Porovnanim kolinearggnetickych map zaloZenych
na markerech z kddujicich oblasti s SSR mapaminobsomu 4AL pSenice byly identi-
fikovany dva z get odvozené markerypérll9 a cdo545, které nejpravépodobrgji
ohrantuji oblast genu reprezentovanou markemgmm160Psr119mapoval na R6S ve vzda-
lenosti 0,48 Mb a&do545ve vzdalenosti 0,89 Mb od telomery, oba tedy pditjpbypotézu,
Ze oblast R6S od telomery po 1,77 Mb je koline&yPm.tut-4Alokusem. Na zaklad
kolinearity ryzového genomu s EST mapotnjene byla identifikovana 16 cM dlouha oblast
na konci j€menového chromosomu 7S, do niz mapovalo 11 ggentifikovanych na R6S
v oblasti kolinearni k lokus@Pm.tut-4A véetné psrl19acdo545(0Obr. 5).V genomuBra-
chypodia distachyohyl Usek kolinearni k¥émto oblastem identifikovan na chromosomu 1.
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Obr. 5: Kolinearita mezi p3enici, ryZi a j&€menem v oblasti genuQPm.tut-4A (pievzato
z Valariket al, 2009).A) Delezni mapa chromosomu 4A pSenice s markeggmm160zamapovanym
v poslednim binu 4AL-0.80-1.0B) Segment kratkého ramene ryZového chromosomu 6)(R6S
se zamapovanymi ESTs z posledniho binu 4AL. Obkl¢lpfedstavuji oblasti, do kterych ESTs
mapovaly, jejich¢islo pak poet ESTs mapovanych do této oblasti. Markesrlil9 a cdo545
identifikované na &kolika dalSich pSethych mapach jako markery ohramjici gwm2l160mapovaly
spolg&né do oblasti nejblize telore. C) Segment kratkého ramene sedmého chromosotmejee
(7HS) se zamapovanymi ESTs z posledniho binu 4Adimte si, Ze prvni dv oblasti ozn&ené
na R6 se vj@menu pekryvaji, coZz nazraje, Ze by se pra¥godobr nemusely od&lovat ani

V ryZovém genomu.
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2.6 IDENTIFIKACE JEDNOTLIVYCH ALEL GENU Mla ODPOVEDNEHO ZA
RASOVE SPECIFICKOU REZISTENCI K PADLI TRAVNIMU U JE CMENE

Vyznamna rodina geénMla, které zprosedkovavaji rasay specifickou rezistenci k padli
travnimu u jémene zahrnuje 32 znamych alel se specifitou &tému izolatu padli travniho,
u divokého jémene bylo popsano nejmeR0 alel vysoce efektivnich (Jahoet Fishbeck,
1993, Kintzioset al., 1995, cit. Mejlhedeet al, 2006). Pro jejich vyuziti ve Slechtitelstvi je
ovSem nezbytné jednotlivé efektivni alely snadnepeavigé identifikovat. Alely Mla jsou
bézr¢ determinovany podle fenotypového projevu pomodlys&olati padli travniho.
Pro efektivigjSi selekci alel zprostdkovanou markerem (MAS) byly v roce 1992 odvozeny
RFLP markery (Schilleet al) a v roce 2006 Mejlhedet al. vyuZzili pro identifikaci SNP
v jednotlivych alelachecorl ILLING.

GenMla ma délku 4665 bp a sklada se ze dvou éxdmejlhedeet al. (2006) navrhli
primery na zaklagl porovnani dostupnych koédujicich sekvenci a&hl, Mla6, Mlal2
aMlal3 zH. vulgaressp. vulgares prvnim exonu v mistech, jeZ nebyly meanito alelami
polymorfni. Délka PCR produktbyla po Stpeni enzymem CEL | stanovovana na sekve-
natoru s vyuzitim fluorescéniho zng&eni. Nevyhodou je, Ze tato metoda neni pro svékéyso
finanéni naroky i naroky na laboratorni vybaverispupna Slechtitém. Cilem projektu,
jehoz soudasti je i tato prace, je tedy navrhnout takové mrloro identifikaci jednotlivych
alel Mla, které by byly vyuzitelné ve $lechtitelské prabtkolem této prace bylo osekvenovat
PCR produkMla alel u diverzniho souboru vzdrke¢mene a na zakladsekvernich rozdit
identifikovat COS markery pro jednotlivé alely.
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3 CILE PRACE

Prvni okruh cik této prace byl za#iien na saturaci genetické mapy v lokusu genu

rezistence dosych rostlin k padli travnimu u pSenice, flatmezi re:

1) zwetsit rozliSeni B mapovaci populace 8/1 x Tahti a selektovat linieonebinantni
v oblasti genlQPm.tut-4A

2) otestovat a zamapovat nové markery,

3) pro umozgni skriningu BAC knihovny markery z oblasti geQ®m.tut-4A0eiit, zda
tyto markery poskytuji v modelovém kultivaru ChiaeSpring tentyZ produkt jako
v mapovaci populaci 8/1 x Tahti,

4) owetit kolinearitu oblasti na R6S identifikované jakerhologni kQPm.tut-4Alokusu.

Druha ¢éast této prace se zabyva studiem se&wediverzity alelgenuMla, genu raso¥

specifické rezistence k padli travnimu &nene, cilem bylo:

1) osekvenovat u diverzniho souboru vZoj&menecast exonu genMla a na zaklagl

sekvertnich rozdit identifikovat COS markery pro jednotlivé alely.
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4 MATERIAL A METODY

4.1.1 MATERIAL
PSenice:

1) F..3a DH linie mapovaci populace zkeniT. aestivuncy. Tahti s hybridni linii 8/1,
ktera byla odvozenaikenim T. aestivumcv. Tahti aT. militinae a vykazovala
vysokou a stabilni rezistentni odgdivk padli travnimu u dogpych rostlin (Jakobson
et al, 2006).

2) F, mapovaci populace zikeni hybridni linie 8/1 &. aestivumcv. Chinese Spring
(Kadri Jarve Tallinn University of Technology, Estonsko)

3) 4AL telosomicka linie nesoucl. militinae translokaci odvozena zikeni hybridni
linie 8/1 aT. aestivuntv. Chinese Spring 4AL telosomické linie. (Kadiindg Tallinn
University of Technology, Estonsko), z jejichz slranizovanych semen bylo
cytometricky natidéno a metodou MDA amplifikovano rameno 4AL (Hana Kavé,
UEB, Olomouc)

4) ITMI populace RILs z kZeni syntetické hexaploidni pSenice W-798%. aestivum
cv. Opata 85 (Piere Sourdile, INRA, Francie)

5) Ditelosomicka (4AS) a nullitetrasomicka linie (N4AD) (Prof. Endo, Japonsko)
Je&men:

Pro sekvenovani Useku genu rezistence k padliitrava rodinyMla bylo pouZito celkem
40 kultivaii Hordeum vulgareyiz Tab. I. (Dr. Dreiseitl, Zegdélsky vyzkumny Ustav

Krométiz, s.r.o.)
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Tab I: Genové zdroje alel Mla jeémene jednotlivé alely byly identifikovany na zaklad

fenotypového projevu.

genovy zdroj alelaMla |genovy zdroj alelaMla | genovy zdroj alelaMla
DIAMANT Mla8 KM G 995/97 Mlal9 KM C 351/03 Mla25
AMULET Mlal3 KM D 407/99 Mla20 KM B 192/00 Mla26
KM A 84/99  Mlal6 KM D 464/99 Mla20 KM C 213/01 Mla26
KM B 223/98 Mlal6 KM D 487/99 Mla20 KM D 294/01 Mla26
KM B 300/98 Mlal6 KM J 1450/98 Mla20 KM D 413/03 Mla26
KM B 141/99 Mlal7 KM H 657/95 Mla21 KM D 473/ 03 Mla26
KM C 330/98 Mlal7 KM H 663/95 Mla21 KM C 420/00 Mla27
KM D 535/98 Mlal7 KM H 723/94 Mla21 KM E 465/01 Mla27
KM C 120/96 Mlal8 KM L 1711/98 Mla21 KM E 530/01 Mla27
KM C 358/99 Mlal8 KM A 1/01 Mla25 KM G 733/01 Mla28
KM E 713/98 Mlal8 KM A 19/01 Mla25 KM G 789/01 Mla28
KM A 1386/94 Mlal9 KM A 73/00 Mla25 KM G 800/01 Mla28
KM E 241/96 Mlal9 KM A 92/00 Mla25 KM 1756/99 Mla28
KM F 1094/95 Mlal9

4.1.2 ROZTOKY A MEDIA

5 x TBE pufr 5,4 % Tris base, 2,75 % kyseliny borité, 10 mM ED{gH = 8),
pH 8,0
6 X STOP C 0,1M EDTA (pH = 8), 1% SDS, 0,05 % bromfenolovédino0,05 %

xylencyanolu, 0,425 % glycerolu
Basic Lysis Buffer 0,5 M NacCl, 0,1M Tris-HCI, 0,05M EDTA, pH 7,2

2YT medium 1,6 % enzymatického kaseinového hydrolyzatu, lk9asniéného

autolyzatu, 0,5 % NacCl, 1,6 % agaru

Tekuté LB medium 1 % enzymatického kaseinového hydrolyzatu, 0,5 9askéného
autolyzatu, 0,5 % peptonu, 1 % NaCl, pH 7,2 -7,4

10 x PCR pufr 100 mM Tris-HCI (pH = 8,2), 500 mM KCI, 15 mM Mg£I11% Triton
X-100

P1 resuspendd#ni pufr 50 mM Tris-ClI (pH 8,0), 10 mM EDTA
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P2 lyzaini pufr 200 mM NaOH, 1 % SDS

P3 neutralizaéni pufr 3 M octan draselny, pH 5,5

4.1.3 KOMER CNI KITY

Agencourt® Genfind™ V2 Blood and Serum DNA Isolati€it (Beckman Coulter, USA)
Agencourt AMPure (Beckman Coulter, USA)

Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter, USA)

Agencourt CosMCPrep (Beckman Coulter, USA)

Invisorb Spin PCRapid kit (Invitek, &necko)

TOPO® XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, USA)

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (AmaliBiosystems, USA)

4.1.4 PRISTROJOVE VYBAVENI

homogenizator MM 301 (Retschgidecko)

centrifugy MICROMAX RF, CR 4i (Thermo Scientific,3A)

trepaka s inkubatorem NBS C24 (New Brunswick Scient@iz., Inc., USA)

hybridizani inkubator, model 400 (Robbin Scientific, Kanada)

fluorometr GloMax®-Multi Jr Single Tube (Turner BBgstems, USA)

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo ScientififA)

PCR cyclery PTC — 200 (MJ Research, USA), CTHoio-Rad, USA)

vertikalni elektroforetickd aparatura C-DASG-400-80.B.S. Scientific Company, Inc.,
USA)

elektroforeticka kortirka Owl B2 EasyCast Mini Gel System (Thermo ScientUSA)

zdroje Standard Power Pack P25 (Biometra) a MP J0@jor Science, USA)

dokumentani systém (Syngene, Velké Britanie)

cell-porator (BRL Life Technologies, USA)

sekvenator 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosysterd§A)

roboticka stanice Biomek® NXBeckman Coulter, USA)
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4.1.5 |ZOLACE DNA

DNA byla izolovana z mladych ligtpSenice. Ti 3 cm dlouhé segmenty listu byly usuSeny
24 h @i 37 °C a homogenizovany skkrymi kulickami 4 min pi 27 ot&kach. Poté byl
kazdy vzorek resuspendovan v 1 ml lzido pufru. Lyzani pufr byl gipraven z Basic Lysis
Buffer, 0,5 % thiosiranu sodného, 0,1 % kyselinkoalsové, 0,2 mM merkaptoethanolu
a 10 pg/IRNAasy (Invitrogen, USA). Biky byly lyzovany pi 65 °C po dobu 45 min.
Nasledovala centrifugace 10 miti f300 g pro 96 jamkové misky anebo 5 miin 300 g

pro mikrozkumavky.

K purifikaci byl pouzit Agencourt® Genfind™ V2 Bldoand Serum DNA Isolation Kit
(Beckman Coulter, USA). K 5 ul suspenze magnetiok§glicek bylo gidano 100 ul lyzatu
a 70 pl izopropanolu. Pro navazani DNA na magnéticklicky byly vzorky inkubovany
5 min @i pokojové teplot a poté umishy na magnet. Po ¥ifeni byl supenatant
odpipetovan a kutky byly promyvany dvakrat 100 pul Wash Buffer | apeu 100 ul Wash
Buffer 1. Magnetické kullky byly v promyvacich pufrech resuspendovany vzdynom
magnet a po umisteni na magnet &gy roztok odpipetovan. DNA byla eluovana 40 i+
a odebrana doisté misky. Koncentrace izolované DNA byl&iena na NanoDropé fluo-
rometru za pouziti barviva PicoGreen (Molecularbesy USA)nebo odhadnuta po separaci

na agar6zovém gelu na zakdgmbrovnani se standardem molekulové vahy.

4.1.6 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerdzovéetizové reakce bylo pouzito ke genytopovani, mapowénich markek
a skrinovani bakterii. 100 pl raak snési PCR standar@gnobsahovald ag polymerasu (2U),
1x PCR pufr, nukleotidy (0,2 mM kazdého), (Fermentéanada), F (forvard) a R (reverse)
primery (1 UM kazdeého), (Invitrogen, USA), DNA (550 ng) nebo st bakterialni kolonie.
Smesi byly pripravovany v iéiznych objemech podle pgeby. Reakce probihala za nésle-
dujicich podminek: p@teini denaturace 5 mirki@5 °C, 40 cyki: denaturace 30 Fi®5 °C,
.-annealing” 30 s a ,elongace‘fip72 °C, teploty nasedani prinmiea doby ,elongace” jsou
pro jednotlivé markery uvedeny v Tab. Il. Reakcdabyakortena polymeraci 10 min
pri 72 °C.
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Tab. Il: Seznam pouzivanych markei a jejich podminky PCR

. Teplota pro
Marker Primery _ Doba ,elongace”
»=annealing”
F_GCGAAAAACGATGCGACTCAAAG
Barc70 55°C 30s
R_GCGCCATATAATTCAGACCCACAAAA
F_CTCCCCGGTCAAGTTTAATCTCT
Barc78 55 °C 30s
R_GCGACATGGGAATTTCAGAAGTGCCTAA
F_TTCAATTCAGICTTGCCTTGG
Gwm160 60 °C 20s
R_CTGCAGGAAAAAAAGTACACCC
F_TGGGTTTCTGACCATGITTG
Gwm832 55 °C 30s
R_GCAGAGI TGCTCATACTCAA
F_ACCTTGAGGACATACAGAAT
Gwm855 50 °C 20s
R_AAAGGATATCTAACTCCCAC
F_GATCGGTCGCAGITGITTCTTTC
Psp3119 55°C 30s
R_GATCATGGCTGCAACACACACA
F4_TGGGAAGATGAAGGCGAAG
Psr119 50 °C 30s
R5_GCTCGGACTTCTTCAGITGC
F_GAGATTTGITCATTTCATCTTCGCA
Wmc232 51°C 30s
R_TATATTAAAGGT TAGAGGTAGTCAG
F_CGITGGCTGGGT TATATCATCT
Wmc283 60 °C 20s
R_GACCCGCGTGTAAGTGATAGCGA
F1_GCAAGTATGAGAAAGT TAATGGECT
311 55 °C 30s
R1_ATCAGGGCATGATTTATTGICCAT
F_AGCAGCTCGACAGCCAAGACAA
Mla* 64 °C 30s

R_CCCAACCCTCCAAATCCAACAA

*Primery byly pouZity podle Mejlhedet al. (2006).

Podminky reakce pro markergwml0 az owm22 byly vzdy @i prvnim testovani

nasledujici: peateini denaturace 5 mintip95 °C, 40 cykli: denaturace 30 gip95 °C,

»-annealing“ 30 sP 55 °C a ,elongace” 3 minip72 ° a za¥recna polymerace 10 min
pii 72 °C. Podminky byly u jednotlivych markenasled® podle poteby optimalizovany.

Pro kazdy marker byly testovany vSechny smyslulm@binace primet, jejichz sekvence

jsou uvedeny v Tab. III.
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Tab. lll: Sekvence primeri navrzené pro markeryowml10 az owm22

Marker Primer Sekvence Marker Primer Sekvence
owml0 F1 GAAGAGAAGGACGGGGTGAT owml6 R3 GCTTACCAAAAACGCCACAA
R1 GCAACGCACAGCCTCTATATC R4 GCATGGTTCAAAATAGCACAA
F2 TGAAGCCTACAGCCAGTCAA owml7 F1 GCGTTCCAGATCACAACAAC
F3 CAGTTGGAGTGAGAAGTGACAGA F2 CACCTAATGGATTTTCAGAAGC
R3 GATCACCTTTTTCAAGTTTCTGC R2 CCGCGTGCTGAGAACTG
R4 GGTAGAACAGTGGCACGATCA F3 ACAACATCATGACCCCCTCT
owmll F1 CATCTCGGGCTTCGTCATAC R3 TCATCTGCTCCGAGTATGTCC
R1 TGCACTGGTTTATCAGATGCTT Fa4 CCCTTAATCGGTTCAACAGC
F2 ACTCCTCCAAATGGACATGG R4 TGATGAGATGAATCAAAGGCTCT
R2 GAAGATCCCACAAGGAACCA owml8 F2 GGCATGGAGTCGGTGATAGA
F3 AGGTGAAACTTGACTGGGACA R2 GGTGGCCGAGATTTTGTAGA
R3 CGAGAGATGCGCTTCAAAGT F3 TGAGGAAAACATCAGAACCTTG
F4 TCCAGGCTGAACGAGAAATC R3 TCCATGCATGTCATCAACTG
R4 CTCCCATTCACCGTTGTTGT F4 TTGGAGCTACGAATAGACCTGA
owml3 F1 TCCCTTCAGAATGCAATCAA R4 CCCTGCTGTATCAACCAACG
F2 GGATCCAGTATTCCGGAGAG R5 CATGTGACATCAGGCACAGA
R2 AGACAGCATCTACATGGATATCACC owml9 F1 CTGCTGCATTGCTTGACACT
F3 TGTTCAAGTGCCAACTCTCG R1 TAGTCCATACCCTTTTGTTTTTCA
R4 TTGAAATGGACATATTGGTCTCC F2 TGAAAAACAAAAGGGTATGGA
F5 AACAGCGCATGCTTCTCG R2 ACAAATGCGATAGACTGGTATCTA
R5 CAGGTGGCAGGTGTAGCTTT F3 TCCAACTTGAGTGCCTCAGC
owml4 F1 GCATGTCGTGCGAGCAG R3 GGCAGATATTCCTGCTGGTG
R1 CATAAAAGAACATTAATTGCAGTGAG |owm20  F1 AAGAGGTTTTTGGTGCATGG
owml5 F1 ACAGGACAACGTCCAAGGTC R1 GCCGCCAATTGTTAGAAAAG
R1 CTGCCTGTCCATGATCTCCT F2 CAGCCAAGAACTGGGAGGAC
F2 CGAGCCTGGCCTACTTTGAC R2 CGCAATCTCCTCGCGAAT
R2 TCATTTCATGCTAAAATTCAGTCAG F3 GCGCAAGATCAACTGGATG
owmlé F1 TGTAACAACATCTTGTATTCTGTAATGA R3 GGGTCCCACTCGCTAACAT
R1 TGTCCATGGAGCAGAACAGT owm2l F1 ATAAGCAAGGAGACGGTGGA
F2 CACTGCCACTTTGAGTGCAT R1 ATGGAAGAAGGGAGCATGG
R2 ACAACATCTCCTGGCGTACC owm22 F1 TTTAAGAAGGCGTACAGAACTGC
F3 CACCACTGCTGCGCTTTC R1 AGCATCAGGCCTATTGGTAGC
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4.1.7 ELEKTROFOREZA

Fragmenty DNA byly separovany elektroforézou v 3,58bo 6% polyakrylamidovém
(PAA) nebo 1% agar6zovém gelu. PAA gel bylppaven ze swsi akrylamid/bisakrylamid
v poneru 19:1 (Sigma-Aldrich, USA), 0,073 % TEMED (Sigm&drich, USA) a 0,07 %
persiranu amonneho v 0,5 x TBE pufru. Polymerade tgeala asi 40 min. Elektroforéza byla
provadna v 0,5 x TBE pufru, do pufru v anodové nagldbektroforetické aparatury bylo
rozmichano 10 pl 10% roztoku ethidium bromidu a,pe-run“ 1 h @i 300 V byly na gel
naneseny vzorky. Ke vzark byla gidana 1/10 objemu nanaSeciho pufru 6 x STOP C.
Standardem molekulové vahy byl 100 bp DNA LaddeisHFermentas, Kanada) v 1 x STOP
C v mnozstvi 100 ng. Samotna separace probihal850 V 30 az 120 min v zavislosti

na délce separovanych fragmerDNA byla vizualizovana na UV transluminatoru.

Agardzovy gel byl fipraven jako 1% roztok agarézy v 0,5 x TBE pufrzoxky byly
nanaseny s 6 x STOP C pufrem a separovdn9V. Poté byl gel vloZzen do roztoku EtBr

(0,5 mg/ml) po dobu 20 min. Obarvena DNA byla vim@/ana na UV transluminatoru.

4.1.8 STEPENIi PCR PRODUKTU

N¢které markery, jejichz PCR produkt nebyl mezi &ogiolymorfni v délce fragmentu,
byly prevedeny bdto na RFLP-PCR markery, kdy byl tento produk&psn nahod&
vybranymi endonukleasami, nebo na CAPS markery, kgl produkt Spen konkrétni
endonukleasou, navrzenou pomoci programu NEBcuw@rO (http://tools.neb.com/
NEBcutter2/index.php) s restikim mistem zahrnujicim SNP, jeZ byl detekovan ridazé
znalosti sekvence. Re&ak snts obsahovala 5 pl PCR reakce, 5 U enzymu a pufretim-
vého objemu 10 ul. U&Siny enzyni se jednalo o 1x PCR pufr, pouze u HpyCH41V o NEB1
a u Smal o NEB4 pufr. &eni probihalo 1 hipteplo® vhodné pro dany enzym. V této praci
byly pouzity endonukleasy Smalggena pi 25 °C, Alul, BamHI, Fokl, Haelll, HpyCH41V,
Mboll, Nlalll, Rsal, Xbal, (BioLabs, USA), Kpnl Sic(Fermentas, Kanada), jez byly
Stpeny i 37 °C a Bsrl, Tsel (BioLabs,USA) a Tagl (Fermentdanada), 8pené pi 65 °C.

38



4.1.9 PURIFIKACE PCR PRODUKTU

PCR produkty ufené pro zaklonovani bylyied ligaci purifikovany déma metodami,
pomoci kitu Invisorb Spin PCRapid (Invitek, éiecko) nebo magnetickych kegik
Agencourt AMPure (Beckman Coulter, USA).

Pri purifikaci kitem Invisorb Spin PCRapid Kit, kterje uen pro purifikaci PCR
fragment v délce 80 bp az 30 kb, bylo postupovano podleypbkyrobce. Ke vzorku bylo
piidano 130 pl Buffer P a sfe prenesena na kolonku. Po 1min inkubaci nasledovala
centrifugace 30 sip9300 g, promyti kolonky 700 pul Wash Buffer, &gvna centrifugace
30 s i 9300 g, wyliti roztoku a centrifugace 3 midti pnaximalnich otékach (20000 g)
pro odstraténi zbytku ethanolu z Wash Buffer. Poté byla kolopkanesena doisté mikro-
zkumavky, do jejiho s&du bylo napipetovano 20 ul Elution Buffer a po imi@lné 3 min

inkubace pi pokojové teplot byly vzorky st@éeny 1 min pi 9300 g.

Pri purifikaci PCR produktu magnetickymi kakami Agencourt AMPure, jeZ jsoudeny
pro purifikaci PCR produkt delSich nez 100 bp, bylo postupovano nasleglo¥hPCR
produktu byl pidan stejny objem suspenze Kelk, jako byl objem PCR reakce. Po pro-
michani a 5 min inkubace byla dékta se vzorky umisha na magnet. Po ¥igeni byl roztok
odpipetovan a kutky s navdzanou DNA dvakrat promyty 200 pl 70% ethanpricemz
miska Zistala umistna stale na magnetu. Po odpipetovani vesSkeréhaadthayly vzorky
vysuSeny v inkubatoruip37 °C (cca 5 min). DNA byla mimo magnet eluovawed0 pl HO

a po 5 min inkubacefppokojové teplat odebrana, aft na magnetu, déisté misky.

4.1.10 KLONOVANI PCR PRODUKTU

PCR produkt uteny k sekvenovani byl do bakterii zaklonovan pomi@PO® XL PCR
Cloning Kit (Invitrogen, USA). Ligéni smés tvaily 0,3 ul klonovaciho vektoru a 4 ul
purifikované DNA. Po 5 min inkubacefippokojové teplat byla ligace zastavena 0,7 pl
Cloning Stop Solution. 0,7 pl ligai snmési bylo smichano s 15 ul elektrokompetentnich bu-
nek E. coli. Po kratké inkubaci na ledu byly bakterie transfovéany elektroporaciip330 V,
nasledg resuspendovany v S.0.C. mediu (500 pl media naiodskay) a inkubovany

za tepani 1 h p 37 °C. Poté byla suspenze Bknnanesenana 2YT selgk medium
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s kanamycinem v koncentraci 0,05 mg/ml (SERVAmMécko). Bakterie byly kultivovany
do druhého dneip 37 °C. Jestlize byly klonovany delSi fragmentgkterie byly pimo
skrinovany na fitomnost zadaného inzertu PCR reakci se specificlpyimery v objemu
50 ul. PCR produkt byl poté sekvenovan. tippcd klonovani kratkych fragmet které
mely byt nasledd sekvenovany z nespecifickych primez plasmidu, byly bakterie
preatkovany na nové medium, kultivovany do druhého diie3@ °C, poté skrinovany

pomoci PCR a z vybranych pozitivnich kiolmyl izolovan plasmid (viz izolace plasmidu).

4.1.111ZOLACE PLASMIDU

Plasmidy byly z bakterii izolovany tehdy, kdyZz bylapotebi sekvenovat kratké inzerty
Z univerzalnich primérM13 (F- GTAAAACGACGGCCAGT, R — GGAAACAGCTATGACCATG),
(Invitrogen, USA). Kolonie pozitivni na Zadany imzéyly preneseny do 3 ml tekutého LB
média, k #muz byl gidan kanamycin do koncentrace 0,05 mg/ml, a inkédbgvdo druhého
dne zaitepani pi 37 °C a 250 rpm. Narostlé kolonie bakterii bylgéeny 10 min g 3100 g.
Supernatant byl slit a pelet resuspendovan ve 108suspendaiho pufru P1 s 1 ul RNAsy
(10 mg/ml) a penesen dgisté 1,5ml mikrozkumavky. Posléze kmu bylo gidano 100 pl
lyzaéniho pufru P2 a po 5 min inkubacé& pokojoveé teplat 100 ul vychlazeného neutra-
lizacniho pufru P3. Vzorky byly inkubovany na ledu pddalO min a nato centrifugovany
10 min @ 9300 g.

K precisteni  plasmidu bylo pouzito magnetickych kidk Agencourt CosMCPrep
(Beckman Coulter, USA), jeZ jsoudany pro plasmidy nebo fosmidy v délce 5 kb az 150 k
K 110 ul lyzatu bylo fidano 10 ul suspenze magnetickych &eki a 80 pl izopropanolu.
Po 5 min inkubace byla miska se vzorkyemesena na magnet, roztok pocivgni
odpipetovan a kulky s navazanou DNA dvakrat promyty 100 ul 80% ethanPo odebrani
veSkerého ethanolu byly vzorky vysusSerty 7 °C (cca 5 min). DNA byla mimo magnet
eluovana do 40 pl ¥ a po 5 min inkubacetippokojové teplat opst na magnetu odebrana
do cisté misky. Koncentrace izolovaného plasmidu bytdema fluorometricky nebo odhad-
nuta na zaklafl porovnani se standardem molekulové vahy po elieketické separaci

na agarézovém gelu.
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4.1.12 SEKVENOVANI

Sekvence byly ziskdny metodou klasického Sangesmkvenovani kitem BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA) a nastadiseparaci kapilarni elektroforézou.
Na jednu sekverai reakci bylo zapaebi 5 — 20 ng PCR produktu (pro fragmenty v délce
200 — 1000 bp) nebo 100 — 200 ng plasmidu. Kazdyekzbyl sekvenovan z obou prinier
PCR produkt byl fed samotnou sekvetrd reakci purifikovdn fisobenim enzyin
exonukleasy | a alkalické fosfatasy (ExoSap).

Reakni sneés ExoSap obsahovala na jeden vzorek 0,05 upl Ex@oIUZil, Fermentas,
Kanada), 0,5 ul FastAP (1 U/ul, Fermentas, Kanad&R produkt v mnoZstvi pefném
pro dw sekvenani reakce (obvykle 3 pl) a 1 x PCR pufr do celkavébjemu 7 ul. Vzorky
byly inkubovany 30 min f 37 °C a nasledn5 min @i 95 °C. Do sekver#i reakce byly
piidany 3 pl ExoSap sési.

Sekvenani reakni snes byla slozena z 1 ul BigDye, 1,5 ul 5 x Sequendinffer, 1 pl
10uM primeru, vzorku s pozadovanym mnozstvim DNAH#ZD v mnoZstvi dogiujicim
celkovy objem do 10 ul. Sekvetrd reakce probihala za nasledujicich podminekatani
denaturace 5minip98 °C a 50 cykl 10 s i 96 °C, 5 s i 50 °C a 4 min i 60 °C.

Sekvenani snts byla ged kapilarni elektroforézou purifikovana magnetickykulickami
Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter, USA). Ke vmollylo pidano 5 pl suspenze
kulicek a 42 pl 85% ethanolu, gmbyla promichana. Po 5 min inkubace byla dkati
se vzorky umisiha na magnet, po ¥iteni roztok odpipetovan a ktky s navazanou DNA
dvakrat promyty 100 pul 85% ethanolu. Po odpipetowéskerého ethanolu byly vzorky
suseny 10 minip pokojové teplat nebo cca 5 minip37 °C. Nato byla DNA mimo magnet
eluovana do 40 ul #, po 5 min inkubace deskia umiséna na magnet a roztok s DNA
piepipetovan do ABI destky. Purifikace byla provasha riné nebo automaticky ifmo

v ABI destice.

Nasledovala denaturace 2 mitii 98 °C, centrifugace 1 minip 100 g a kapilarni
elektroforéza. Ziskané sekvence byly analyzovanmqm Sequencing Analysis software
v 5.1 (Applied Biosystems, USA), porovnani sekvemdionstrukce fylogenetického stromu
byly provedeny pomoci programu MEGA4 (Tamaetal, 2007).
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4.1.13DESIGN COS (conserved ortholog set) MARKER in silico

Vzhledem k tomu, Ze ryZova sekvence tgebyt pro pilis velkou evoléni vzdalenost
pouzita pro odvozovani pSéniych market primo, pro vybrané ryZové geny z oblasti
kolinearni ke sledovanému lokusu byly vyhledany btwgni ESTs ze skupinriticeaenebo
bylo vyuzito jiz identifikovanych ESTs. V ziskanydBSTs byla na zakl@dhomologie
S ryzovymi geny ufena struktura exdna introri. Primery byly navrZeny uvritexori tak,
aby vysledny PCR produktigklenul intron mezi nimi, nelfopraw vramci introri
piedpokladame vy3Si miru polymorfistrmez v kodujici oblasti. K navrhovani primebpyl
pouzit program Primer3 v. 0.4.0 (RozetSkaletsky, 2000). Testovany byly markesym10
azowm22(Tab. V, vysledky).
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5 VYSLEDKY

5.1 SATURACE MAPY V OBLASTI GENU REZISTENCE DOSP ELYCH
ROSTLIN K PADLIi TRAVNIMU U PSENICE

Pro saturaci mapovaného Ilokusu v oblasti gepBm.tut-4A dalSimi markery byly
prohledany dostupné kajné databaze (Gramene, GrainGenes, Komugi,...) kemyaz koli-
nearnich oblasti byly testovany na polymorfismumapovaci populaci odvozené ideni
citivého kultivaru Tahti s rezistentni hybridnhili 8/1. Z celkového pfiu 34 testovanych
markefi, vétSinou SSR markeér byly ziskany pouzétyti, jez byly polymorfni a mapovaly
do sledovaného 4AL lokusu, a barc7Q barc78 gwm832a gwm855 Ostatni markery se
bud'to neamplifikovaly, nebo nebyly polymorfni, anebolymorfni fragmenty mapovaly
do jinych ¢asti genomu (Tab. IV). Labord&tdr. Jarve testovala rozdil v expresi mezi
rezistentnimi a citlivymi liniemi a identifikovalavice nez 400 odliSnosti v expresi
infikovanych rostlin. Vysledkem testovanitkolika geri s tiznou expresi bylo odvozeni
dominantniho markeri.1.1, jeZ mapoval do oblasti genu. Nobyl zamapovan taktéz
marker psr119, pouzity v praci Valarikaet al. (2009) jako marker, ktery je v dostupnych

pSenénych mapach lokalizovan v blizkogiivm160

Tab. 1V: Vysledek testovani 34 markefi v mapovaci populaci 8/1 x Tahti.

Testované markery Vysledek

psp3028, psp3058, psp3142, gwml1l62, gwm192, gwma35Q,
gwm397, gwmb565, gwm613, gwm637, wmc262, barc52,
barc327, barc184, gwm131, cfd31, wmc500, ak466 nebyly polymorfni

barc70, barc78, gwm832, gwm855 polymorfni a zamapované na 4AL

cfd2, cfd30, gwm610, wmc283, barc153, locus - GBSS | Polymorfni fragmenty nespecifickg

pro 4AL
wmc219, wmc313, wmc497 neamplifikovaly se
gwm742, wmc772, wmc776 nespecificka amplifikace
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Pavodni mapovaci populace 8/1 x Tahti obsahovalaf244 180 DH linii. Tato populace
ma relativé malé rozliSeni, proto byla ro¥éha o dalSich 687 linii.tRodnimi hranénimi
markery lokusu rezistence k padli travnimu byinc232a gwm160 Nové markerypsrl19
a 3.1.1 byly ovSem zamapovany dale od sledovaného lokusiz&fily tak testovany usek.
Mezi markerygwm160Q gwm855, gwm832, psp3119, barc@d®arc78 nebyla pozorovana
Zzadna rekombinace, avSak mezi touto skupinou markeairkerywmc232, wmc28a psr119
k rekombinacim dochazelo. Markepgrll9a 3.1.1 mapovaly opt v tésné vazbePsr119
mapoval v rozporu s dostupnymi genetickymi mapanchigvm160 smerem k centromie,
mezi €mito dwma markery bylo ziskano 23 novych rekombiiaobZ odpovida vzdalenosti
4,8 cM. 8 z uvedenych rekombinaci rélmalo markerygwm160a wmc232 ¢imz se
odhadovana genetickd vzdalenost memiito dwma markery snizila ziwodnich 10 cM
(Jakobsoret al, 2006) na 1,7 cM. (Obr. 6 A).

V mapovaci populaci 8/1 x Tahti nebyla ani na velk@caitu linii pozorovana
rekombinace mezi markery mapujicimi v blizkaptim160 D& se tedy f@dpokladat, ze v té-
to oblasti je prozena rekombinmi frekvence naruSena, z tohotévddu byly do pokus
zarazeny dalSi dv mapovaci populace,,fnapovaci populace Zikeni rezistentni linie 8/1
a citlivého kultivaru Chinese Spring (CS) a ITMI powaci populace. Celkem 98 linii
mapovaci populace 8/1 x CS bylo genotypovano mgrkpym160 gwm855 gwm832
psp3119 barc7Q wmc232a 3.1.1 Markery barc78 a psrll9 nebyly vtéto populaci
polymorfni. Markerygwm832 barc7Q wmc232a 3.1.1 mapovaly v Uplné vazb dva ziskani
rekombinanti oddili od této skupiny markergwm160a gwm855ve vzdalenostech 0,51 cM
smérem k telomeée. (Obr. 6 B). Whc283 nevykazoval v této populaci vazbu s markery
z oblasti genu rezistence na 4AL, byl zamapovancimmosom 7A. V ITMI mapovaci
populaci byly polymorfni pouzbarc78, psp3119, wmc222wmc238 Mezi kazdym zdchto
markefi k rekombinacim dochéazelo. Mezi nejvzd&&imi markerybarc78awmc283bylo
ziskano celkem 43 rekombinéntcoZz odpovida genetické vzdalenosti 12,95 cM. ltinis

a vzdalenosti jednotlivych markena mag je znazorsino na Obr. &).
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Obr. 6: Genetické mapy oblasti genu rezistence k pifi travnimu na 4AL ve tiech niznych
mapovacich populacich. A)Mapa QPm.tut-4A lokusu v kB3 mapovaci populaci 8/1 x Tahti,
rekombinace byly pozorovany pouze mezi dvojici rearksrl19a3.1.1, markerywmc283 wmc232
a skupinou makrérgwm832, psp3119, barc/Barc70, gwm160 a gwm8p$eZ mapovaly v Gplné
vazl®. B) MapaQPm.tut-4Alokusu v i mapovaci populaci 8/1 x CS, kde naopak k rekonaiina
nedochézelo mezi markeB/1.1, wmc232 gwm832 psp3119a barc7Q od této skupiny se odily
pouze markerygwm160a gwm855 C) V mapovaci populaci ITMI byly mapovany markdygrc78
psp3119 wmc232a wmc283 vSechny se podito rekombinacemi navzdjem odld. Z porovnani
téchto map je patrné, Ze v pouzitych mapovacich mpcih je kolinearita v oblasti genu rezistence

zachovana.

Markery, které byly v populaci 8/1 x Tahti zamapoyalo oblasti gen@Pm.tut-4A byly
pro owteni jejich specifity pro danou oblast testovanw iiftdéném chromosomu 4AL z linie
8/1, ktery nese v oblasti genu translokadi. anilitinae U marketi gwm160Q barc7Q barc78
gwm832 psp3119 gwm855 a wmc232 bylo prokadzano, Ze polymorfni fragmenty jsou
specifické pro 4AL chromosom a mapuji do translekat. militinae Marker3.1.1je taktéz

specificky pro 4AL, ale mapuje mimo translokaci. fkler wmc283 se na iidéném
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chromosomu amplifikoval, PCR produkt ma na PAA geddobny patern jak®. militinag je
ovSem kratSi (Obr. 7).

Aby tyto markery mohly byt pouzity také k identidiki BAC kloni z knihovny, jeZz byla
piipravena ze 4AL ramene kultivaru CS (Valarik, odobdtleni), bylo nutné ostit, zda se
v CS amplifikuji a zda vysledny produkt sekus® odpovida polymorfnimu fragmentu
Zz mapovaci populace 8/1 x Tahti. VSechny markeryw &S amplifikovaly (Obr. 7), PCR
produkty marketr 3.1.1, gwm160Q gwm832a barc78 z CS byly osekvenovany a ziskané
sekvence porovnany se sekvenci ¢edijehoZz PCR produkt po elektroforetické separaci
odpovidal produktu CS. Sekvence CS markér.l, gwm160a gwm832byly porovnany
se sekvencemi z Tahti a sekvenigarc78 se sekvenci ziidéného chromosomu 4AL
s translokaci 7. militinae. Bylo prokazano, Ze polymorfni fragmenty testovanychrket
z CS sekvetn¢ odpovidaji polymorfnim fragmeinih z mapovaci populace 8/1 x Tahti.

1000

Gwm160 Wmc283 3.1.1 Barc70 Barc78 Psp3119 Gwm855 Wmc232

TA TM H 4AL CS C-

TA TM H 4AL CS C-
TA TM H 4AL €5 C-
TA TM H 4AL CS C- : : TA TM H 4AL €5 C-

TA TM H 4AL €S C-
TA TM H 4AL C5 C- TA TM H 4AL CS C-

TATM H 4AL €5 C-

Obr. 7: Fotografie 3,5% PAA gelu s PCR produkty jedotlivych markerd mapujicich do
oblasti genu QPm.tut-4A. TA - citlivy rodic Tahti, TM - rezistentni rodi T. militinag
H - heterozygot4AL - tfidény chromosom z linie 8/1 s translokacl .zmilitinae v oblasti genu,

CS - Chinese Sprind;” - negativni kontrola.
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Pro zahu&ni mapy v oblasti testovaného lokusu bylo v mapoyapulaci 8/1 x Tahti
testovano 12 mark&érowml0az owm 22 (Tab. V), jez byly navrZzeny z pSénich ESTs
zamapovanych do kolinearni oblasti na R6S. Prohrsesmysluplné kombinace printer
kazdého markeru byla provedena PCR se sedmi viody, s DNA citlivého rodée Tahti,
rezistentniho rode T. militinae heterozygota, ktery bylijpraven smichanim DNA obou
rodict v poneru 1:1, s DNA nullitetrasomické linie N4AT4D a dibssomické linie 4AS
a dale se dima sm¢snymi vzorky z DNA desiti dihaploidnich linii mapmsi populace,
z nichz jeden nesl v okoli hledaného genu Usek htiTa ,bulk A* (BA) a druhy
zT. militinae - ,bulk B* (BB). Pro kazdou kombinaci primirbyla provedena negativni
kontrola. U zadného z markeowm10 —owm22nebyl ziskan polymorfismus v délce PCR
produktu. Nekteré z nich byly pevedeny na RFLP-PCR nebo CAPS markery. PCR produkty
BA, BB a heterozygota markerowml17kR; byly S€peny nahod& vybranymi endo-
nukleasami (Alul, BamHI, Fokl, Haelll, Kpnl, NlaJIRsal, Sacl a Xbal). Produkty BA a BB
markefi owml11lkR;, owm11ER;, owm15RR;, owml7RR, a owml18KRRs byly osekve-
novany, vzdy bylo sekvenovano deset kloraby bylo mozné identifikovat homologni
a faleSné SNPs. SNPs vyskytujici se pouze v jedrkbomu nebyly brany v potaz.
U owm15kRR; aowm18RRs nebyl Zadny polymorfismus v sekvenci prokazan. R@iiukty
markefi owm11lRRs, owml11kR; a owml7khR, byly S€peny endonukleasami specifickymi
pro detekované SNP, ¥ipa owmllkR; endonukleasami Bsrl, Mboll, Nlalll, Rsal
a Smal,owm11kLR; endonukleasami Bsrl, Mboll a Haelllavm17kRR, byl S€pen Mboll
a HpyCHA4IV. Ani poté nebyl ziskan spolehlivy, v égpopulaci polymorfni marker mapuijici
do oblasti gen@Pm.tut-4A.

Vzhledem k tomu, Ze zZadny z markeswml10az owm22 jeZ mapuji na R6S ve vzda-
lenosti 1,77 az 0,55 Mb od telomery, nebyl mapoyagulaci 8/1 x Tahti polymorfni, byly
navrzeny nové COS markery v téZze oblasti kolinelmistalnimu binu 4AL pSenice, ovsem
dale sndrem k telomeée. Tato oblast byla reprezentovana jiz testovanyankeremowm17
(0,38 Mb), u & se vSak taktéZ nepoidla prokdzat polymorfismus. Nové markery byly
odvozeny z dostupnych ESTs skupinpriticeae které odpovidaly ryZzovym gém
lokalizovanym na R6S ve vzdalenosti od 0,48 do O/it/s homologii nad 71 % a ,expect
value” nizsi nez e-20. Celkem bylo do této oblastimapovano 27 ESTs. Z nich bylo
odvozeno 11 markérowm23azowm34(Tab. V.) a pro tyto markery byly navrzeny primery

které budou dale testovany.
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Tab. V.: ESTs skupiny Triticeae, které mapuji do R6S, oblasti s nejvyssi kolineaou
k distalnimu binu 4AL pSenice.Jejich pozice v ryZi je uvedena v Mb ve&mod telomery. Jako
owm jsou ozn#ovany markery odvozené ze selektovanych E®W8m10-22koresponduji s ESTs
mapovanymi do distalniho binu 4AL pSeni@vm23-34sou odvozeny z ESTs odpovidajicim dalSim
gemim z R6S oblasti kolinearni®Pm.tut-4Alokusu.

ESTs skupiny Triticeae mapujici do R6S \F/’?;;i:e Marker
gb|BE606874.1| BE606874 WHEQ0902_B02_C04ZS Wheat 5-15 DAP spike cD 188 2e-045 1.77 M owm20
gb|BE490191.1|BE490191 WHE0366_D10_H20ZS Wheat cold-stressed see 262 2e-067 1.73 M owm19
gb|BG607226.1|BG607226 WHE2472_H11_022ZS Triticum monococcum ear 92 3e-016 1,6 M owm10
gb|BG604519.1|BG604519 WHE0834_F06_K12ZS Wheat vernalized crown 297 3e-078 1,6 M owmll
gb|BE498338.1|BE498338 WHE0952_G06_M12ZS Wheat pre-anthesis spik 88 5e-015 0,9M owml13
gb|BE517802.1|BE517802 WHEO0803_F03_L05ZS Wheat vernalized crown 174 3e-041 0.86 M owm21
gb|BE443120.1|BE443120 WHE1113_D10_G19ZS Wheat etiolated seedlin 72 3e-010 0,7M owm14
gb|BF429350.1|BF429350 WHE1804_D12_H24ZS Secale cereale anther ¢ 339 8e-091 0,6 M

owml5
gb|BE499049.1| BE499049 WHE0960_HO1_0027S Wheat pre-anthesis spik 456 e-126 0,6 M
gb|BE443444.1|BE443444 WHE1104_B03_D06ZS Wheat etiolated seedlin 216 8e-054 0,6 M owml6
gb|BE638019.1|BE638019 WHE0995-0998_K05_K05ZS Wheat pre-anthesis. 274 5e-071 0.55M owm22
gi| 32555493 |gb|CD871677.1| Ogihara unpublished cDNA library 210 2e-52 0.55M owml8
gb|BF200736.1|BF200736 WHE0821-0824_M13_M13ZS Wheat vernalized c 58 5e-006 0,38 M owml17
gb|BI960110.1| HVSMEN0023E10f Hordeum vulgare rachis EST library 134 4e-35 owm23
gb|CV774211.1| FGAS068608 Triticum aestivum FGAS 134 6e-35 0,48 M
gb|DN828913.1| KUCDO1_04_F02_T3 WSWR cDNA library Triticum aestivum cDNA 201 4e-55
dbj|CJ813278.1| CJ813278 Y. Ogihara unpublished cDNA library 123 1e-31 0,47 M owm24
gb|BU998314.1| HI10K14r HI Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone 266 1le-74 0.45 M owm26
gb|FF593427.1| BG03012A1D11.f1 BGO3- primary and normalized libraries Elymus 300 7e-85 !
gb|CD924655.1| G750.113021F010706 G750 Triticum aestivum cDNA clone 293 4e-83 0,44 M owm27
gb|CK210095.1| FGAS021886 Triticum aestivum FGAS 800 0.0
gb|FF356193.1| BG02023B2C11.f1 BGO2 - libraries Pseudoroegneria 798 0.0 0.44 M owm28
gb|FF356194.1| BG02023B2C11.r1 BGO2 - libraries Pseudoroegneria 468 2e-135 ’
gb|CA005889.1| HUO8F12u HU Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone 201 3e-55
dbj|CJ786604.1| CJ786604 Y. Ogihara unpublished cDNA library 221 1le-60 0,41 M owm29
gb|FF344956.1| BG0O2006A1A09.f1 BGO2 - ibraries Pseudoroegneria 529 2e-153 041 M owm30
gb|FF344957.1| BG0O2006A1A09.r1 BGO2 - libraries Pseudoroegneria 426 1e-122 !
dbj|BJ301258.1| BJ301258 Y. Ogihara unpublished cDNA library 91,5 2e-21
gb|BF258634.2| HVSMEf0016E08f Hordeum vulgare seedling root EST library 241 3e-66 31
gb|CD916024.1| G550.128023F010726 G550 Triticum aestivum cDNA clone 412 6e-118 0,40 M owm
dbj| CJ646698.1| CI646698 Y.Ogihara unpublished cDNA library 486 2e-140
dbj|CJ563954.1| CJ563954 Y.Ogihara unpublished cDNA library 399 4e-114
dbj|CJ785046.1| CJ785046 Y. Ogihara unpublished cDNA library 228 7e-63 owm32
dbj|CJ937685.1| CJ937685 Y. Ogihara unpublished cDNA library 134 2e-34 0,40 M
dbj|CJ925660.1| CJ925660 Y. Ogihara unpublished cDNA library 149 8e-39
gb|CA599474.1| wawlc.pk002.m16 wawlc Triticum aestivum cDNA clone 203 3e-55
gb|CA021510.1| HZ40E23r HZ Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone 194 1e-52 038 M owm33
dbj|CJ677754.1| CI677754 Y.Ogihara unpublished cDNA library 223 4e-61 ’
gb|FD525017.1| RUS117E05r HY Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone 201 1e-54
NSFTO3P2_Contig17099 228 2e-62 0,37 M owm34
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5.2 IDENTIFIKACE SEKVEN CNICH VARIANT GENU Mla U JECMENE

U 40 diverznich vzork jecmene byl osekvenovan usek prvniho exonu gdiauv délce
451 bp Z kazdého vzorku bylo sekvenovano miningal® kloni. Ziskané sekvence byly
analyzovany, sekvence pro jednotlivé alklia urcené na zakladfenotypoveého projevu byly
porovnany. Na Obr. 8 jsou znazeny fylogenetické stromy pro jednotlivé alely. Zmige
patrné, Ze linie s ditym fenotypovym projevem nesouzné sekvetni varianty genla.

U linii s fenotypo¥ detekovanymi alelaniila8, Mlal3, Mla20 a Mla28 byly identifikovany
tii sekverni varianty genu, Mlal6, Mlal7, Mlal8, Mlal9 Mla21 a Mla26 po ¢tyrech
variantach, iMla25 pouze d¥, zato uMla27 dokonce pt variant. Celkem tedy bylo ziskano
43 sekvetnich variant. Z kazdé varianty byla vybrana konséitd sekvence a tyto byly
vzajemrg porovnany. Fylogeneticky strom zkonstruovany nélagé tohoto porovnani je
znézorgn na Obr. 9. Z§ plyne, Ze u daného souboru vzbrikeémene se poddo
identifikovat celkem 16 tiznych alel genuMla. Nékteré z alel byly spotamé pro linie
s odliSnym fenotypovym projevem. Pouze u linii sdfiypow urcenymi alelami Mla8, Mlal8
a Mla 19 byla identifikovana jedna u Mla 21 a Mla@d6ékonce d¥ unikatni sekvetni

varianty.

Mia8 DIAMANT 9

A Mia8

Mia8 DIAMANT 10 Mla13 AMULET 3
Mia8 DIAMANT 8 B Mia13 Mia13 AMULET 4
Mia8 DIAMANT 7 Mia13 AMULET 2
Mia8 DIAMANT 6 Mia13 AMULET 1
Mia8 DIAMANT 5 Mia13 AMULET 5
Mia8 DIAMANT 1 | Mia13 AMULET 6
Mia8 DIAMANT 2 Mia13 AMULET 7
Mia8 DIAMANT 3 | Mia13 AMULET 8
Mia8 DIAMANT 4 | Mia13 AMULET 9

0007 000 0005 0004 0003 0002 0001 0.000 0.008 0.006 0.004 0.002 0.000
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Mia16 KM B 223/98 16
Mia16 KM B 223/98 17
Mia16 KM A 84/99 15
Mia16 KM A 84/99 14

Mia16 KM B 300/98 6
Mia16 KM A 84/99 8
Mia16 KM A 84/99 7
Mia16 KM B 300/98 3
Mia16 KM B 300/98 4
Mia16 KM A 84/99 13

Mia16 KM A 84/99 16
Mia16 KM A 84/99 17
Mia16 KM A 84/99 3
Mia16 KM A 84/99 4
Mla16 KM A 84/99 5
Mla16 KM B 300/98 8

Mia16 KM A 84/99 12
Mia16 KM B 223/98 12
Mla16 KM B 223/98 13
Mia16 KM B 223/98 14
Mia16 KM A 84/99 1
Mia16 KM B 300/98 1

Mia16 KM B 300/98 2

.
0,000

Mia18 KM E 713/98 7
Mia18 KM E 713/98 8
Mia18 KM E 713/98 6

Mia18 KM E 713/98 5
Mia18 KM E 713/98 4
Mia18 KM E 713/98 3

Mia18 KM C 120/96 7
Mia18 KM C 120/96 8

Mia18 KM C 120/96 4
Mia18 KM C 120/96 5

Mia18 KM C 120/96 6
IMIa18 KM C 120/96 1

IMla18 KM C 120/96 2

C Mia16
; i i ;
0.004 0.003 0002 0.001
E Mia18
| i i ; ]
0.008 0.006 0.004 0.002 0.000
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Mia17 KM D 535/98 9
Mia17 KM D 535/98 10
Mia17 KM D 535/98 8
Mia17 KM D 535/98 7
Mia17 KM D 535/98 6
Mia17 KM D 535/98 5
Mila17 KM D 535/98 4
Mia17 KM D 535/98 3
Mia17 KM D 535/98 2

Mia17 KM C 330/98 4
Mia17 KM C 330/98 3
Mia17 KM C 330/98 2
Mia17 KM C 330/98 1
Mia17 KM B 141/99 9
Mia17 KM B 141/99 8
Mia17 KM B 141/99 7

Mia17 KM B 141/99 6

Mia17 KM C 330/98 5
Mia17 KM C 330/98 6

Mia17 KM B 141/99 2
Mia17 KM D 535/98 15

Mia17 KM B 141/99 1
Mia17 KM C 330/98 7

Mia17 KM D 535/98 14
Mia17 KM D 535/98 16

0.000

Mia19 KM G 995/97 7
Mia19 KM G 995/97 9

Mia19 KM F 1094/95 2
Mia19 KM F 1094/95 5

Mia19 KM F 1094/95 6
Mia19 KM F 1094/95 7
| Mia19 KM F 1094/95 8

I Mia19 KM F 1094/95 9
Mia19 KM F 1094/95 10

Mia19 KM F 1094/95 11

Mia19 KM G 995/97 4

D Mia17
0.004 0.003 0.002 0.00
F Mia19
0.006 0.004 0.002 0,000



Mia20 KM J 1450/98 6
Mia20 KM J 1450/98 7
Mia20 KM D 487/99 3
MIa20 KM D 487/99 2
MIa20 KM D 487/99 1
Mia20 KM D 464/99 11
Mia20 KM D 464/99 10
Mia20 KM D 464/99 9
MIla20 KM D 464/99 8
MIa20 KM D 464/99 7
Mia20 KM D 464/99 1
Mia20 KM D 464/99 2
Mia20 KM D 464/99 3
MIa20 KM D 487/99 5
Mia20 KM J 1450/98 4
Mia20 KM D 464/99 5
MIa20 KM D 487/99 8
Mia20 KM J 1450/98 1

Mia25 KM C 351/03 5
Mia25 KM C 351/03 6
Mia25 KM C 351/03 4
Mia25 KM C 351/03 3
Mia25 KM C 351/03 1
Mia25 KM A 73/00 10
Mia25 KM A 73/00 9
Mia25 KM A 73/00 8
Mia25 KM A 73/00 7
Mia25 KM A 73/00 6
Mia25 KM A 73/00 5
Mia25 KM A 73/00 4

Mia25 KM A 19/01 8
Mia25 KM A 19/01 7
Mia25 KM A 19/01 6
Mia25 KM A 19/01 5
Mia25 KMA1/01 8
Mia25 KMA1/01 7
Mia25 KMA1/01 6
Mia25 KMA1/01 5
Mia25 KMA1/01 4
Mia25 KMA1/01 3
Mia25 KMA1/01 2
Mia25 KM A 19/01 1
Mia25 KM A 19/01 2
Mia25 KM A 73/00 2
Mia25 KM A 73/00 3

Mia25 KM C 351/03 7
Mia25 KM C 351/03 8
Mia25 KM C 351/03 9

Mia25 KM C 351/03 10

G Mia20

0.008 0.008 0.004 0.002 0.000
I Mla25
0.008 0.008 0.004 0.002

0.000
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Mia21 KM H 663/95 4
Mia21 KM L 1711/98 4
Mia21 KM H 663/95 3
Mia21 KM H 663/95 2
Mia21 KM H 663/95 1
Mia21 KM H 657/95 3
Mia21 KM H 657/95 2
Mia21 KM H 657/95 1
Mia21 KM L 1711/98 1
Mia21 KM L 1711/98 2
Mia21 KM L 1711/98 8
Mia21 KM L 1711/98 9
Mia21 KM L 1711/98 7
Mia21 KM H 663/95 7
Mia21 KM H 663/95 8
Mia21 KM L 1711/98 10
Mia21 KM L 1711/98 11

Mia26 KM D 413/03 7
Mia26 KM D 473/03 1
Mia26 KM D 413/03 6
Mia26 KM D 413/03 5
Mia26 KM D 294/01 7
Mia26 KM D 294/01 6
Mia26 KM D 294/01 5
Mia26 KM D 294/01 4

Mia26 KM D 294/01 3
Mia26 KM D 294/01 2
Mia26 KM C 213/01 4
Mia26 KM C 213/01 3
Mia26 KM B 192/00 12
Mia26 KM B 192/00 11

Mia26 KM B 192/00 10

Mia26 KM D 294/01 1
Mia26 KM D 473/03 4

Mia26 KM B 192/00 1
Mia26 KM B 192/00 2
Mia26 KM B 192/00 3
Mia26 KM B 192/00 4
Mia26 KM B 192/00 5

Mia26 KM D 413/03 1
Mia26 KM D 413/03 2
Mia26 KM D 413/03 3
Mia26 KM D 473/03 5
Mia26 KM D 473/03 6

Mia26 KM D 473/03 7
|MI326 KM C 213/01 9

I Miaz6 kM C 213/01 10

H Mia21
0.006 0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000
J Mla26
0.008 0.008 0.004 0.002 0,

1
000



Mla27 KM E 530/01 7
K Mla27 MIa27 KM E 530/01 8
Mia27 KM E 530/01 6
Mia27 KM E 530/01 5
Mia27 KM E 530/01 4
MIa27 KM E 465/01 8

Mia27 KM E 465/01 7 Mia28 KM G 800/01 6

Mia27 KM E 465/01 6 L Mia28 Mia28 KM G 800/01 7

Mia27 KM E 465/01 5 Mia28 KM G 800/01 5

Mia27 KM E 465/01 4 Mia28 KM G 733/01 5

Mia27 KM E 465/01 3 Mia28 KM G 733/01 4

Mia27 KM E 465/01 2 Mia28 KM G 733/01 3

Mia27 KM E 465/01 9 Mia28 KM G 733/01 6

— Mia27 KM E 465/01 10 Mia28 KM G 733/01 7
Mia27 KM C 420/00 2 Mia28 KM G 800/01 1

| Mia27 KM C420/003 | Mia28 KM G 800/01 2

| Mia27 KM C 420/00 1 Mia28 KM G 733/01 1

— Mia27 KM C 420/00 4 Mia28 KM G 789/01 4
Mia27 KM C 420/00 5 Mia28 KM G 789/01 5

Mia27 KM E 530/01 1 Mia28 KM G 789/01 6

Mia27 KM E 530/01 2 Mia28 KM G 800/01 4

0.008 0.008 0.004 0.002 0.000 0.008 0.006 0.004 0.002 0.000

Obr. 8: Schemata fylogenetickych stroni sekvenci genuMla z linii jeémene u nichZ byly
na zaklad fenotypu determinovany nasledujici aley} Mla8, B) Mlal3, C) Mlal6, D) Mlal7,
E) Mla18, F) Mlal9, G) Mla20, H) Mla21, I) Mla25, J) Mla26, K) Mla27 aL) Mla28. Z obrazk je

patrné, Ze linie s ditym fenotypovym projevem nesowkolik variant genuMla.
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Mia 27-KME530/01-clone2
Mila 28-KMG800/01-clone2
Mia 26-KMB192/00-clone10
Mia 25-KMC351/03-clone10

Mia 21-KMH657/95-clone1
Mia 20-KMD464/99-clone7
Mia 18-KMC120/96-clone2
Mia 16-KMA84/99-clone7

Mla 13-AMULET-clone1
Mla 8-DIAMANT-clone3

Mla 16-KMA84/99-clone17

Mla 19-KMF1094/95-clone2

Mia 21-KML1711/98-clone2

Mla 27-KME465/01-clone2

Mia 27-KME465/01-clone10

Mla 26-KMD473/03-clone7

Mla 26-KMD473/03-clone4
Mla 13-AMULET-clone5
Mla 27-KMC420/00-clone5

Mia 19-KMF1094/95-clone9

Mla 21-KML1711/98-clone7
Mia 16-KMB223/98-clone14

Mla 19-KMF1094/95-clone7

Mia 20-KMJ1450/98-clone4
Mia 21-KML1711/98-clone11
Mia 28-KMG733/01-clone3
Mila 27-KMC420/00-clone1
Mia 28-KMG800/01-clone4
Mia 20-KMJ1450/98-clone1

Mia 19-KMG995/97-clone4
Mia 16-KMB300/98-clone2

Mla 13-AMULET-clone7
Mla 26-KMC213/01-clone10
| Mla 17-KMB141/99-clone1

| Mla 17-KMD535/98-clone16

Mla 8-DIAMANT-clone2

Mla 17-KMB141/99-clone6

Mia 18-KME713/98-clone3

Mla 18-KMC120/96-clone8
Mla 8-DIAMANT-clone1
Mla 17-KMC330/98-clone6

Mia 18-KMC120/96-clone6
Mla 25-KMA1/01-clone2

00B ot o003 otz om0
Obr. 9: Schema fylogenetického stromu srovnavajicvSechny sekvetni varianty ziskané
u jednotlivych fenotypow uréenych alel genuMla. Strom jeclenén do 16 ¥tvi, jeZz gredstavuji
jednotlivé sekvetné rozdilné alely. Je igjmé, Ze mnohé 2zZc¢hto alel jsou spotmé pro linie
s rozdilnym fenotypovym projevem.
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6 DISKUZE

6.1 SATURACE MAPY V OBLASTI GENU REZISTENCE DOSP ELYCH
ROSTLIN K PADLI TRAVNIMU U PSENICE

V roce 2006 byl u pSenice na.fFmapovaci populaci z'keni rezistentni hybridni linie 8/1
a citlivého kultivaru Tahti identifikovan hlavni QTlokus odpo¥dny za rezistenci doslych
rostlin k padli travnimu. Tento lokus s nazv&®Pm.tut-4Abyl zamapovan v distalniasti
dlouhého ramene chromosomu 4A mezi hmaimi markery gwm160a wmc232 blize
ke gwm160(Jakobsoret al.) Pivodni mapovaci populace, ktefidala 244 k.3 a 180 DH linii
byla v této praci roz&na o 687 linii. VSech 1111 linii bylo testovanorkeay gwm160
psp3119wmc232awmc283 které byly zamapovany jiz v praci Jakobsral. (2006), dale
markerempsrl19z prace Valarikaet al. (2009) a markery, jez se pdda do oblasti genu
rezistence nayzamapovabarc70, barc78, gwm832, gwm8a3.1.1 (Jarve, osobni steni).
Dvojice marked psrl19 a 3.1.1, markerywmc283, wmc232 skupina markérpsp3119,
barc70, barc78, gwm855wm832a gwm160byly rekombinacemi rozdeny (Obr. 6A).
Markery kolemgwm160vSakmapovaly v Uplné vazbi v pomérné reprezentativni mapovaci
populaci o 1111 F3 a DH liniich. Pro srovnani, k mapovani pseého genuQ byla pouzita
F, mapovaci populace o 465 liniich (Faesal, 2003)¢i k mapovaniLr21 F,.3 mapovaci
populace o 520 liniich (Huangt al 2003). Skuténost, Ze v okoli markergwm160
nedochazi k rekombinacim,ire tedy mit d¥ vyswtleni. Bud'to je tato oblast fyzicky kratka
nebo je ve zmigné oblasti rekombinace v této mapovaci populaébmina.

Vzhledem k pravépodobné inhibici firozené rekombinai frekvence v oblasti markeru
gwm160v mapovaci populaci 8/1 x Tahti, byly jako mozmaie informaci o piadi a vzda-
lenostech markér z oblasti genu testovany dalSi¢dmapovaci populace, ITMI mapovaci
populace a Fmapovaci populace zikeni rezistentni linie 8/1 a citlivého kultivar8CITMI
mapovaci populace zikeni kultivaru Opata85 a synteticke linie W-7984ntEla poskytnout
maximalni polymorfismus mozny u hexaploidni pSenié&/hodou populace zikeni
8/1 x CS je kombinace linie se sledovanou translokd. militinaea linie kultivaru, ze kte-

rého byla konstruovana 4AL chromosomapecificka knihovna (Valarik, osobni &eni).
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VSechny markery mapované v této populaci ve ¥azlfienotypu by mohly mo slouzit
k identifikaci BAC kloni z této knihovny.

Na zéklad porovani genetickych map ziskanych ze vsécpduzitych populaci Izéci,
Ze kolinearita v oblasti genu rezistence jéchto populacich zachovana (Obr. 6). Ze skupiny
markefi psp3119, barc70, barc78, gwm85pym832a gwm1l6Q mezi nimiz v mapovaci
populaci 8/1 x Tahti k rekombinacim nedochazi, sema&povaci populaci 8/1 x CS pdilia
smérem k telomée oddlit markergwm160a jeS¢ distélreji markergwm855 a to ve vzdale-
nostech 0,51 cM (Obr. 6B). V mapovaci populaci IThylo zjiStno vzajemné umisni
markefi psp3119a barc78 a sice, Zebarc78 mapuje dale ssmem k telomée (Obr. 6C).
Lokalizace takka vSech markér ve sledované oblasti, jak vyplyva &hto vysledk,
koresponduje s jejich uméstim v genetickych mapéach dostupnych v databazinGemes
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). Vyjinakoje marker psrl119 ktery byva
lokalizovan odgwm160 snmerem k telomée, v naSi mapovaci populaci 8/1 x Tahti vSak
mapuje srrem odwmc283k centromée. Bul'to se jedna o odliSny lokus tohoto markeru,

nebo tato skutsmost s¥déi o odliSnosti v kolinearéts jinymi mapami.

Na chromosom 4A byly jiz idve zamapovanyiit QTL lokusy zodpo¥dné za rezistenci
dosglych rostlin k padli travnimu a rasbgpecificky gen rezistend@m16(shrnuto v Huang
et Réder, 2004), dva Z¢hto QTL lokus vSak byly zamapovany na 4ASPan16 ziejme
mapuje na translokovany usek 4A/5BS (Chetnal., 2005, cit. Jakobsomt al, 2006).
Jakobsoret al. (2006) navic potvrdili, Ze ani jedenéslito lokusi nema vazebnou souvislost
s translokaci 7. militinae mezi markerygwm160a wmc232 ktera tedy zahrnuje, podle
vSeho, dosud nezamapovany gen rezisteQfen.tut-4A Oblast tohoto genu je prad
podobré na dlouném rameni 4A pSenice seté lokalizovanaameslokovaném Useku ze 7BS.
Odpovidajici oblast vT. militinae by tedy vzhledem ktomu, Ze na 4A chromosomu
T. militinae k obdobné translokaci nedoSlo, pochazégne z ntkterého z chromosoin7,
lze predpokladat, ze ze 7G, nebB genomT. aestivunje pribuzny genomu Q. militinae
(Salina et al, 2005). Domwnka, Ze se oblast genu nachazi v translokaci 7BS/4&
zaloZzena na dkolika skuténostech. Jeden z hr&nich markei translokace Z. militinae
v linii 8/1 wmc283nebyl zamapovan v populaci 8/1 x CS do sledovéntest, ale poddlo se
jej zamapovat na chromosom 7A. Jedna Bgn® o ortologni lokus, nehb specifita

pro sledovany lokus na 4AL byla u vSech pouzitychrkefi véetnd wmc283 ovéiena
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na tidéném chromosomu 4AL s translokacT zmilitinae. VSechny markery byly specifické
pro 4AL, WtSina mapovala dovitfittranslokace, pouze mark&1.1 mapoval vi. Pra¢
u markeruwmc283byl pozorovan sice obdobny patern jako u &edf. militinag ovSem
kratSi. To by mohlo byt vystieno tim, Ze sevmc283 pravdEpodobrg nachazi na samé

hranici translokace, kdy k rekombinaci doSlo uktohoto markeru.

DalSim dikazem hovéicim proto, Ze oblast zdjmu lezi na translokaci7BS je zama-
povani marker wmc283apsr119na chromosom 7Av mapovaci populaci diploidni pSenice
T. monococcunz kiizeni Dv92 a G3116, jejiz geneticka mapa byla nedakonstruovana
(Valarik, osobni s#éleni). Markerwmc283mapoval 7,1 cM gsr1190,6 cM od markeru
ksuD91na kratkém rameni 7Asmsrem k telomée. Tento Usek je pragdodobrg kolinearni
s oblasti genuQPm.tut-4A proto markery, které zde mapuji, budou v mapoyaapulaci
8/1 x Tahti testovany. Jednim z nich jRpgl Jedna se o marker z genu rasepecifické
rezistence ke rzi travni u gmene. Vzhledem ktomu, Ze v mnoh#ippdech, jak tzné
mapovaci studie naz&ai, jsou rozdilné rodiny NBS-LRR génv genomu lokalizovany
ve shlucich (Ayliffeet Lagudah, 2004), je tento marker ggym kandidatem na markefsins
vazany ke gen@Pm.tut-4A.

Domreénka, Ze oblast gen@QPm.tut-4Ase nachazi na translokovaném uUseku ze 7BS, je
i vsouladu s vysledky Valarikat al. (2009), ktéi ozna&ili za hlavni kolinearni oblast
k distalnimu binu 4AL pSenice, kde gepPm.tut-4A mapuje Usek na kratkém rameni
ryzového chromosomu 6. Do tohoto Useku byl zamapm&\wtSi paet, celkem 20 pSe-
nicnych ESTs ze zmémého binu (Obr. 5). iRom ryZovy chromosom 6 vykazuje nejvyssi
kolinearitu s pSednym chromosomem 7, zatimco p3&ryi chromosom 4 je nejvice kolinear-
ni s ryzovym chromosomem 3 a p&&yi chromosom 5, jehodast je taktéZz translokovana
na 4AL pSenice, je kolinearni zejména k ryZovémwetosomu 12, ale také 9 a 3 (Sorretls
al., 2003). Potvrzenim, Ze ke sledovanému Useku je ddliri skutené dané oblast na R6S,
bylo zamapovani markiicdo545a psr119z blizkostigwm160do této oblastiCast kratkého
ramene R6 je duplikovana na dlouhém rameni chromas@ (Guyotet Keller, 2004),
na tento chromosom vSak mapovalo pouze 6 ESThadea shodné gmi, které mapovaly
na chromosom 6. Bylo prokazano, Ze vybrany UseR6@ je navic kolinearni s pSénymi
chromosomalnimi rameny W7AS, W7DS &rjennym 7HS.
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12 markeii owml1l0az owm22 které byly navrzeny z ESTs zamapovanych do katimie
oblasti R6S ve vzdalenosti 1,77 az 0,55 Mb od telymbylo testovano, avSak u zadného
z nich nebyl v mapovaci populaci 8/1 x Tahti prak@polymorfismus. Jednim z mozZnych
vyswtleni je, Ze uvedené markery skiri& nejsou v této populaci polymorfni. DalSim
postupem tedy bude snaha tyto markery zamapovatapowaci populaci ITMI, kde je
piedpokladana vyssi mira polymorfismu. Jiné #ieni, pr& u marked owm2l10az owm?22
nebyl pozorovan polymorfismus, by bylo, Ze tyto kesy nemapuji do oblasti genu usied-
ku mozné odchylky v kolineaditpro tuto oblast mezi ryzi a pSenici anebo mezi auap
ziskanou z populace 8/1 x Tahti a dalSimi pSgnmi mapami, jak nazgaje jiz zmiréna
odliSna lokalizace markerpsrl119 Z tohoto divodu byla pro nasledujici postup testovana
kolinearni oblast na R6S ropSna o dalSich 100 génjez mohou byt pouzity k verifikaci
kolinearity této oblasti KQPm.tut-4Alokusu. V této praci byly prozatim odvozeny markery
z ESTs skupinyriticeage které v této kolinearni oblasti na R6S mapovayzdalenosti 0,48
az 0,37 Mb od telomery. Pro tyto markery a@a jakoowm?23az owm 34byly navrZzeny

primery a budou déle testovany.

Novym zdrojem markérby nela byt také chromosomeéspecifickd BAC knihovna, ktera
byla nedavno fipravena z chromosomalniho ramene 4AL kultivaru (Valarik, osobni
sckleni). Pro éely skrinovani BAC knihovny bylo @&eno, Zze se markery zamapované
v mapovaci populaci 8/1 x Tahti do oblasti genustence amplifikuji i v CS a porovnanim
sekvenci PCR produktmarketi gwm2160 gwm832 barc78a 3.1.1bylo prokadzano, Ze sek-
vence &chto market v CS odpovida sekvencim amplifikovanym v populdtd x Tahti.
BAC knihovna je &mito markery v sotasné dob skrinovana. Sekvence kanpozitivnich
BAC kloni mohou poskytnout dalSi markery pro zakostmapy v oblasti genu afgsnou

lokalizaci kolineérnich oblasti v genomu ryze.
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6.2 IDENTIFIKACE SEKVEN CNICH VARIANT GENU Mla U JECMENE

Pro identifikaci jednotlivych efektivnich alel ger® rodiny Mla se vyuzZiva testu sadou
izolath padli travniho a alely jsou determinovany na zdklgjich fenotypového projevu.
Pro efektivjSi identifikaci a selekci zpragtdkovanou markerem byly navrzeny RFLP
markery (Schilleret al., 1992) neboEcoarTilling markery (Mejlhedeet al., 2006). Pomoci
metodyEcoTilling se podailo rozliSit jednotlivé alely podle SNP, kterym Bgi. Pro Slech-
titelské &ely je vSak Zadouci navrhnout pro identifikaci jetlivych alel metodu taktéz
vysoce dinnou, ale zarowve jednoduchou a cendvpiistupnou. Proto je snahou odvodit
pro jednotlivé efektivni alely specifické a spoigdl CAPS markery. V této praci byly
pro celkem 40 diverznich vzarkjecmene, u nichz byly jednotlivé alely agny podle
fenotypu, osekvenovany PCR produkty reprezentafist prvniho exonu gerMla, primery
byly pouzity podle Mejlhedet al. (2006).

Po porovnani sekvenci z linii s¢itym fenotypovym projevem jsme dosli ke stejnému
zawru jako Mejlhedeet al., (2006) a sice, Ze v genomu kazdé fenotypoveé varigtu
piitomny polymorfismy v sekvenci genMla a Zze Mla lokus je tedy multikopiovy.
Porovnanim vSech ziskanych variant bylo identifikkow celkem 16 alel, které se liSily SNP
v sekvenci. Nkteré z nich byly unikatni pro ¢&ity fenotypovy projev, da seipdpokladat,
Ze pra¥ toto jsou alely zodpadné za specifickou rezistenci kiému izolatu padli
travniho. Jiné byly spoteé pro linie s rozdilnymi fenotypovymi projevy. 8w je tedy
mozné, Ze se tatdz alela podili na rozdilném feEoe®m projevu, nebo se jedna o alely
nefunkéni. Na zaklad detekovanych sekvénich rozdii mezi alelami budou dale
identifikovany endonukleasy, které budou specifidypit v mise SNP charakteristického

pro ukitou alelu a tyto CAPS markery budou testovany.

Podle Weiet al., (1999) se v telomerick€asti kratktho ramene 1H nachazi shluk
rezistentnich ganMla, ktery obsahujefit odcklené genoveé rodiny. Vzhledem k tomu, Ze
v ramci gchto rodin dochazi k rekombinacim jetidka, je *ejm¢ malo pravdpodobné
kombinovat vice efektivnich aldlla v jedné linii, ale identifikace efektivni alely trbe
slouzit pro ,pyramiding geit spolu s jinymi lokusy odpasdnymi taktéz k rezistenci k padli

travnimu u jémene.
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7 ZAVER

K cilam této prace p#to saturovat genetickou mapu pSenice v lokusu gemistence
k padli travnimu, jez byl zamapovan na 4AL, novymiarkery a ziskat mezi nimi
rekombinanty, kt&# by objasnili lokalizacidchto markel v daném lokusu. Do oblasti genu
byly zamapovany 4 nové SSR markery a,¥ Fapovaci populaci 8/1 x Tahti, jez byla
rozSiena na celkovy gt 1111 linii, byly vSechny markery z oblasti géastovany. Na za-
kladé toho byly selektovany linie rekombinujici ve slgdoém Useku. Vzdalenost mezi
hranénimi markerygwm160awmc232 jeZ byla @vodns odhadovana az na 10 cM se sniZila
na 1,7 cM. Vzhledem k tomu, Ze mezi markery z lh&kgwm160nebyly ziskany zadné
rekombinace, byly do experimentu zahrnuty dal&i ehapovaci populace 8/1 x CS a ITMI,
které rispely k objasrni lokalizace #kterych markei. Vysledky také nazraji, Ze se
oblast genu rezistence nachazi na translokovanékuuse 7BS. Pro vSechny markery
z oblasti genu byla @ena jejich specifita pro 4AL chromosom a pgely skrinovani BAC
knihovny gipravené ze 4AL chromosomu CS bylo potvrzeno, ZzeSsehny markery v CS
amplifikuji, a u marker 3.1.1, gwm160Q gwm832abarc78byla potvrzena i sekvéni shoda
polymorfnich fragmerit s €mi, které se amplifikuji v mapovaci populaci 8/1 Téhti.
Mapovaci populace 8/1 x CS bude pro zvySeni jejdztiSeni dale rozBhvana a jako zdroj
novych markekr budou vyuzity klony BAC knihovny, ktera je v s@sné dob skrinovana
markery z lokusu genu. V mapovaci populaci 8/1 Rtilayly dale testovany markeowm10
az owm22 jez byly ziskany z kolinearniho useku na R6S zdalenosti 1,77 az 0,55 Mb
od telomery, nebyl vSak u nich ziskan polymorfismRsoto budou tyto markery mapovany
i v mapovacich populacich ITMI a 8/1 x CS a zatobeidou testovany markerywm?23

azowma34 které byly ziskany z téZe oblasti ryZe, avSak dattrem k telomeée.

DalSim cilem této prace bylo identifikovat sek&ein polymorfismy v oblasti genu
rezistence k padli travnimMla v diverznim souboru vzotkjeémene. Osekvenovanitasti
prvniho exonu genMla bylo potvrzeno, Ze geMla je v genomu jgmene multialelicky.
Identifikovano bylo celkem 16 sekvéng odliSnych alel, z nichzgkteré byly charakteristické
pro ugity fenotypovy projev, jiné byly spot@é liniim s odliSnym fenotypovym projevem.
Na zaklad detekovanych SNP mezi alelami budou nyni vybrangstovany endonukleasy
vhodné pro rozliSeni jednotlivych alel. Takto zis&aCAPS markery mohou byt vyuZzity

k identifikaci jednotlivych alel genMla a pro ,pyramiding geinrezistence” ve Slechtitelstvi.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1C - velikost haploidniho jaderného genomu

7A™ - chromosom 7 Z. monococcum

8/1 - hybridni rezistentni linie Z&eniTriticum aestivunkultivaru Tahti alriticum militinae

8/1 x CS - mapovaci populace ideni hybridni rezistentni line 8/1 Eiticum aestivum
kultivaru Chinese Spring

8/1 x Tahti - mapovaci populace #ideni hybridni rezistentni line 8/1Taiticum aestivum
kultivaru Tahti

ABI - Applied Biosystems

APR - rezistence doslych rostlin (Adult Plant Resistence)

Avr — gen avirulence

BA - smesny vzorek z DNA desiti dihaploidnich linii mapovaopulace, ktery nese v okoli
hledaného genu Usek z Tahti (bulk A)

BAC - untly bakterialni chromosom (Bacterial Artificial Chmmsome)

BB - snesny vzorek z DNA desiti dihaploidnich linii mapovaopulace, ktery nese v okoli
hledaného genu UseKrz militinae (bulk B)

BC - populace zginych Kizend (Backcross population)

bp - pd&et pah bazi (base pairs)

CAPS - Stpeneé amplifikované polymorfni sekvence (Cleav&dhplified Polymorphic
Sequences)

CC - proteinova doména se Sroubovicovou strukt(@miled-Coil)

cM - centimorgan, jednotka genetické vzdalenosti

COS — markery pro identifikaci ortolognich gefConserved Ortholog Set)

CS -T. aestivuntv. Chinese Spring

cv. - kultivar

DH - dihaploidni linie (Dihaploid lines)

EcaTilling — metoda pro detekci SNP s vyuzitim CELukleasy

EST - Usek exprimované sekvence, odvozeny z mRMNAr@ssed Sequence Tags)

ExoSap - srs pro purifikaci DNA ped sekvenaci, ktera obsahuje exonukleasu | a clioali
fosfatasu

F primer — forward primer
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F2 - druha filidlni generace

F..3 - mapovaci populace linii druhérati filialni generace

ISR - indukovana systémova rezistence (Inducede8ystResistance)

ITMI - ,International TriticeaeMapping ltitiative*

LAR - lokalné ziskana rezistence (Local Acquired Resistance)

Lrl, Lrl10, Lr21- pSeniné geny rezistence ke rzi pSaré

LRR - doména sloZzenatady degenerovanych repetic bohatych na leucin (betrich
Repeat Residues)

LTR - dlouhé koncové repetice (Long Terminal Repeat

MAS - selekce zprogtdkovana markerem (Marker Assisted Selection)

MDA - celogenomova amplifikace (Multiple Displacemé@mplification)

Mla - jecmenny gen ras@specifické rezistence k padli travnimu

mlo - jecmenny gen ras@nespecifické rezistence k padli travnimu

NAC - pSenény gen ovliviujici senescenci a obsah proteidn a Fe

NBS - doména s vazebnym mistem pro ATP nebo GTElédtide Binding Site)

NIL - tém¢t izogenni linie (Nearly Isogenic Line)

PAA - polyakrylamid

PCR - polymerasovietézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Phl- gen odpowdny za kontrolu homeologniho parovani chromosom

Pm3- pSenény gen raso¥ specifické rezistence k padli travnimu (powderidew)

Q - pSenény gen souvisejici se znaky domestikace

QTL - lokus kvantitavnich znadk(Quantitative Trait Locus)

R geny — geny rezistence

R primer — reverse primer

R6S - kratké rameno ryZzoveho chromosomu 6

RFLP - délkovy polymorfismus resttikich fragment (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

RIL- rekombin&ni inbredni linie (Recombinant Inbred Line)

SA - kyselina salicylova

SAR - systémo¥ ziskana rezistence (Systemic Acquired Resistance)

SNAP - protein, ktery je s@asti SNARE komplexu a zodpovida za specifickou flzi

membran (Synaptosomal-Associated Protein)
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SNARE - proteinovy komplex, ktery zprostikovava fuzi membran (Soluble N-ethyl-
malemide - sensitiviactor AttachmenProtein)

SNP - jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nudide Polymorphism)

SSR - mikrosatelit (Simple Sequence Repeat)

TA - Triticum aestivunkultivar Tahti

TEMED - N,N,N",N"tetra-methyl-ethylendiamin

TIR - proteinova doména homologni s proteinem Tallreceptorem pro Interleukin-1
(Toll/Interleukin-1 Receptor)

TM - Triticum militinae

VIGS - virem indukované urdbvani genu (Virus-Induced Gene Silencing)

VRN- pSentny gen odpo#dny za patebu vernalizace

WA4AL - dlouhé rameno psSeimého chromosomu 4 z genomu A

WIR - indukovana rezistence proti pogahbyloZzraveho hmyzu (Wound-Induced Resistance)

YAC - unxly kvasinkovy chromosom (Yeast Artificial Chromose)m
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