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SOUHRN

Analyza genomu pSenice je ztizena jeho velikosti a komplexitou a to hlavné
nadbytkem repetitivnich elementd, které komplikuji dostupnost kvalitni genomové sekvence.
Ziskani referencni sekvence pSeni¢né¢ho genomu je vyznamnym milnikem pro objasnéni
funkce mnoha agronomicky vyznamnych genti. Pro ziskani referencni sekvence je potieba
najit nové cesty, jak se vyporadat s velikosti a komplexitou genomu. Jednou z cest snizeni
komplexity genomu je tfidéni chromosom pomoci prutokové cytometrie. Tridéné
chromosomy slouzi ke konstrukci chromosomové specifickych DNA knihoven a fyzickych
map. Fyzické mapy jsou idedlnim vychodiskem pro ziskdni referencni sekvence. Ukotveni
aorientace kontigh fyzické mapy miize vyrazné ptispét ke spolehlivému poskladani
referencni sekvence. Pro ukotveni fyzické mapy s genetickou mapou je potieba mit dostatek
molekularnich markert se zndmym potfadim. K ukotvovéani fyzickych map se pouzivaji
rekombinacni, cytogenetické nebo dele¢ni mapy. Dele¢ni mapy jako jediné umoziuji
dosdhnout dostate¢né rozliSeni v pericentromerickych oblastech.

Cilem ptedlozené prace bylo zvétsit rozliSovaci schopnost dele¢ni fyzické mapy
chromosomu 4A. Zvétsit rozliSovaci schopnost je mozné navySenim poctu deleénich linii
ajejich charakterizaci pomoci STS marker. Pivodni delecni mapa 4A chromosomu
(12 delecnich linii a 9 binl) byla rozsifena o 206 novych dele¢nich linii. Toto umoznuje
zvetsit rozliSovaci schopnost deleéni mapy o vice nez 25x. Pfedb&znd charakterizace
62 novych dele¢nich linii pro telomericky bin 4AL ramene sedmi molekuldrnimi markery
potvrdila tento predpoklad. Telomericky bin byl rozdélen na dalSich 6 bint. Tato nova dele¢ni
mapa S velkym rozliSenim bude pouzita na ukotveni 4A fyzické mapy hlavné
Vv centromerickych a pericentromerickych oblastech. Prace je soucasti projektu sekvenovani
chromosomu 4A pSenice v ramci ,,International Wheat Genome Sequencing Consortium*

(IWGSC).



SUMMARY

Wheat genome analysis is complicated by its size and complexity and mainly
due to excess of repetitive elements which complicates availability of high quality genomic
sequences. Acquiring of the wheat genome reference sequence is important milestone
for deciphering of function of many agronomically important genes. To tackle
the complications with the genome size and complexity a new approaches have to be
employed. One of the attractive ways of genome size and complexity reduction is flow
cytometry chromosome sorting. The sorted chromosomes can be used for chromosome
specific physical maps construction. The physical maps are an ideal starting point
for reference sequence obtaining. Physical map orienting and anchoring can substantially
contribute to correct reference sequence assembly. To orient and anchor the physical map
alarge number of molecular markers with known order is needed. A recombination,
cytogenetic or deletion maps are used for anchoring of physical maps. However, only deletion
maps can offer sufficient resolution in centromeric and pericentromeric regions.

The main aim of this work was enhance the resolution of deletion physical map
of wheat chromosome 4A. The resolution enhancement was done by increasing of deletion
lines number and their characterization using STS markers. The original EST deletion map
of chromosome 4A with 12 deletion lines and 9 bins was extended to 206 new deletion lines.
The new deletion lines can increase resolution of the deletion map by more than 25 fold.
The preliminary characterization of 62 novel deletion lines with seven new STS markers from
the original telomeric bin of the 4AL chromosome arm enabled division of the bin to six new
bins. This new deletion map with high resolution will be used for 4A physical map anchoring
mainly in centromeric and pericentromeric regions. This work is part of the wheat 4A
chromosome sequencing project carried within frame of ,International Wheat Genome

Sequencing Consortium* (IWGSC).



CILE PRACE

Predlozena diplomova prace se sklada z teoretické casti a praktické casti. Cilem
teoretické¢ cCasti je literarni reSerSe zaméfena na téma fyzické deleCni mapovani 4A
chromosomu u psenice. Cilem praktické Casti je zvétsit rozliSovaci schopnost dele¢ni mapy
4A chromosomu navysSenim fyzicky definovanych intervalti, tzv. binti, pomoci nové populace
dele¢nich linii pSenice seté Triticum aestivum kultivaru Chinese Spring. Nové dele¢ni linie

pro 4A chromosom byly ziskany pomoci gametocidalniho systému:

Hlavnimi cili prace bylo:

1) Vyvoj markert pro charakterizaci mapovaci populace

2) Dopéstovat a vybrat nové linie dele¢ni mapovaci populace
3) Ukotveni s fyzickou mapou chromosomu 4A

4) Vyvoj markeru pro neukotvené oblasti fyzické mapy
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1 UVOD

Psenice seta (Triticum aestivum) je alohexaploidni zemédé€lska plodina, ktera poskytuje
~20 % zivin pro lidstvo. Vysoka nutri¢ni hodnota, bezproblémové uskladnéni a transport
zpusobily, ze pSenice nasla uplatnéni v riznych odvétvich hospodafstvi. V potravinaiském
primyslu se z pSenice vyrabi pecivo, ceredlie, téstoviny, krupice a alkoholické népoje,
Vv zivoCisné vyrob¢ se pSenice vyuziva ke krmnym ucelim, v primyslu slouzi jako zakladni
surovina pro vyrobu lihu a Skrobu, v energetice k vyrobé tuhého biopaliva, v alternativnim
stavebnictvi jako izola¢ni material a v domdacnosti k vyrobé dekoraci. Péstovani pSenice je
zavislé na environmentalnich podminkach zahrnujicich abiotické a biotické stresy,
které vyrazné ovliviiuji vynos a kvalitu psSenice. Zaroveil s rostouci spotiebou psenice
souvisejici s nardstajici celosvétovou populaci a zménou stravovacich navyka lidi je potieba
vyslechtit nové vynosnéjii odriidy psenice. Slechténi novych a vynosnéjsich odrid klasickymi
ptistupy neni dostatecné efektivni. Dle IRIWI (International Research Initiative for Wheat
Improvement) by ro¢ni pfirGstek vynosu mél byt 1,7%, avSak v soucastnosti je cca 1%.
Efektivni implementace novych metod genomiky do Slechténi vyzaduje znalost referencni
sekvence genomu, charakterizaci agronomicky dilezitych gent a jejich regula¢nich oblasti.
Psenice setd ma velky a komplexni genom (2n = 42, AABBDD) s velkym obsahem
repetitivnich sekvenci (pfes 80 %), které ztézuji ziskani referencni sekvence pSeni¢ného
genomu. Komplexitu pSeni¢ného genomu lze snizit pomoci chromosomové strategie,
kdy genom je roztiidén na jednotlivé pSeni¢né chromosomy. Tato strategie se stala zakladem
pro vznik Internation wheat genome sequencing consortium (IWGSC). Prvnim krokem
sekvenace chromosomu je konstrukce ukotvené, a pokud mozno orientované fyzické mapy
chromosomu. K ukotvovani fyzickych map se pouzivaji rekombinacni, cytogenetické
nebo delecni mapy. Deleéni mapy jako jediné umoziuji dosahnout dostate¢ného rozliSeni
Vv pericentromerickych oblastech.

PredloZzena diplomova prace pojedndva o konstrukci a charakterizaci dele¢ni
mapovaci populace s velkym rozlisenim pro 4A chromosom psenice. Prace se sklada
z teoretické a praktické Casti. V teoretické casti prace jsou shrnuty poznatky o psenici seté
a jejim genomu, dale se zabyva mapovanim u pSenice a integraci fyzické a genetické mapy
s dirazem na dele¢ni mapovani, které bylo vyuZito v ramci praktické ¢asti diplomové prace.
Prakticka cast diplomové prace je zaméfena na konstrukei linii dele¢ni mapovaci populace
pro 4A chromosom, vyvoj STS markerG pro chrakterizaci linii mapovaci populace

a demonstraci zlepseného rozliseni této mapovaci populace.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice seta (Triticum aestivum L.) patii mezi nejvyznamnéjsi plodiny. Poskytuje
kalorie pro téméf 30 % svétové populace (http://faostat3.fao.org), a proto dikladna znalost
organizace, funkce a slozeni jejiho genomu je nezbytna pro efektivni a cilené Slechténi
novych vynosnéjSich a odolné&jSich odrid. Psenice je jednodé€lozna rostlina (Liliopsida).
Z taxonomického hlediska patii pSenice do ¢eledi Poaceae a kmene Triticeae (Kellogg, 2001)
s vice nez 10 000 druhy (Clayton a Renvoize, 1986) a vice nez 800 rody (Watson a Dallwitz,
1992) trav vyuzivanych lidmi Kk urbanizaci krajiny. Nekteré traviny z kmene Triticeae byly
domestikovany, naptiklad je¢émen sety (Hordeum vulgare L.), zito seté (Secale cereale L.)
a pSenice seta (Triticum aestivum L.). PSenice seta byla domestikovana pfiblizné¢ 10 000 let
pfed na$im letopoétem (Dubcovsky a Dvotdk, 2007) v jihozapadni Asii v tzv. Urodném
ptlmésici piedstavujici dnesni Egypt, Izrael, Libanon, Jordansko, Turecko, Syrii, Irak a fran

(Obr. 1), (Heun a kol., 1997; Luo a kol., 2007).

Black Sea R,
Ty il =
S W By s s p Ammeriteigy /
) = =~ pa = T e
— Ankara ~ae e
* 'Ye'revari'\,.kk T
LN Y Caspian Sea
p !
B et i , Tehran
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Mediterranean Sea
. *Kuwait
~ Persian Gulf

4 “

TRENDS in Genetics

Obr. 1: Mapa predpokladaného tizemi vzniku psenice (Feuillet a kol., 2008).
Tmavé zelenou barvou je znazornén tzv. Urodny palmésic, kde doslo k domestikaci p3enice seté piiblizné
10 000 let pfed nasim letopo¢tem na tizemi dnesniho Egypta, Izraele, Libanonu, Jordanska, Syrie, Turecka, Iraku

a [ranu.
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Alohexaploidni pSenice setd vznikla na zdkladé dvou po sobé nasledujicich
hybridizaci (Obr. 2). Prvni hybridizace nastala pted 0,5 az 3 miliony lety (Huang a kol., 2002)
mezi diploidni pSenici Triticum urartu (2n = 2x = 14, genom AA) a dosud neznamym druhem
pSenice ze sekce Sitopsis (Feuillet a kol., 2008), ktery poskytl genom BB a je piibuzny
s diploidni pSenici Aegilops speltoides (2n = 2x = 14, genom SS), (Dvofak a Zhang, 1990).
Vznikla tetraploidni pSenice Triticum turgidum (2n = 4x = 28, genom AABB), ktera byla
vitalngjsi, méla vys§i vynos a Iépe se prizpusobila environmentalnim podminkam oproti
diplodnim ptfedkim (Luo a kol., 2007; Feuillet a kol., 2008). Z Triticum turgidum bylo
vySlechténo spoustu poddruhd. V soucasnosti ma maly ekonomicky vyznam pouze poddruh
Triticum turgidum ssp. durum, takzvana pSenice tvrda, ktera se péstuje pro vyrobu téstovin
(Feuillet a kol., 2008). Druha hybridizace nastala pied 8 000 az 10 000 lety (Keller a kol.,
2005) mezi tetraploidni pSenici Triticum turgidum (2n = 4x = 28, genom AABB) a diploidni
pSenici Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, genom DD). Touto hybridizaci vznikla hexaploidni
pSenice seta Triticum aestivum (2n = 6x = 42, genom AABBDD), (Feldman a kol., 1995).
D genom vnesl do psenice Triticum aestivum geny kodujici proteiny zlepSujici vlastnosti
kynutych produktt (Chantret a kol., 2005)

Triticum urartu (AA)

Triticum aestivum (AABBDD)

druh pribuzny Aegilops Aegilops tauschii(DD)
speltoides (BB)
Obr. 2: Schéma evoluce pSenice seté Triticum aestivum upravené podle Gill a kol. (2004).
Obrazek piedstavuje dvé evolucni udalosti mezi pSenicemi. Hybridizaci Triticum urartu s druhem piibuznym
Aegilops speltoides a hybridizaci Triticum turgidum s Aegilops tauschii za vzniku pSenice Triticum aestivum.
Na levé strané jsou Cervené nabarveny metafazni chromosomy délicich se bunc¢k a na pravé stran¢ jsou klasy

jednotlivych pSenic podilejicich se na evoluci.
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a geny zodpovédné za lepsi adaptaci ke klimatickym podminkam, coZz umoznilo vétsi
geografické rozsiteni pSenice (Feuillet a kol., 2008). PSenice je péstovana od Norska a Ruska
65° s.8. po Argentinu 45° j.§. V tropickych oblastech je péstovani pSenice situovano pouze
do vyssich nadmotskych vysek (Lantican a kol., 2005; Dubcovsky a Dvofak, 2007). Na celém
svété v roce 2013 byla pSenice péstovana na 219 milionti ha osevni plochy s produkci vice
nez 700 mil tun (faostat3.fao.org). Z hlediska celosvétové produkce obilovin byla pSenice
v roce 2013 na tietim misté¢ (Obr. 3). Vzhlem k rostouci lidské populaci je potieba ro¢né
zvySovat vynos o 1,7 %, avSak soucasny rust je pouze 1,1 % (http://www.wheatinitiative.org).
Proto je potieba vyvoj novych genomickych piistupi K studiu genomu pSenice
a abiotickym stresim. Pro zefektivnéni Slechténi odriid pSenice, je potfeba znat usporadani

genl. To vyzaduje dostupnost kvalitni genomové sekvence, takzvané referencni sekvence.

Svétova produkce obilovin 2013
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Obr. 3: Porovnani svétové produkce mezi jednotlivymi vybranymi obilovinami v roce

2013 podle udaji z (http://faostat3.fao.org/compare/E).
Svétova produkce v milion tunach vybranych obilovin v roce 2013. Kukufice, ryZe a pSenice tvoii nejvetsi podil
svétové produkce. Do minoritni skupiny s niz§i produkci patii je¢men, &irok, proso, oves a Zito. Cervenou

barvou je zvyraznéna svétova produkce psenice, ktera ¢ini 715,9 miliont tun.
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2.2 Genom pSenice

Slechténi pienice pomoci selekce zprostfedkované markery, tzv. MAS, umoziiuje
identifikovat pfitomnost gend pro agronomicky vyznamné znaky V ranych stadiich Slechténi.
Avsak doposud vyuziti MAS ve Slechténi pSenice je Vyrazné omezovano velikosti
a komplexnosti genomu pSenice. V pSeni¢ném genomu s velikosti ~17 Gbp (16 938 Mbp;
IWGSC, 2014) bylo identifikovano 124 201 genovych lokusi (Obr. 4) na 21 chromosomech
(IWGSC, 2014). Tento obrovsky genovy pool (lidsky genom pouze ~24 000 genti; IHGSC,
2004) dava pSenici dostateénou plasticitu pro adaptaci na Siroké spektrum piirodnich
podminek.

Jak jiz bylo zminéno, pSenice je alohexaploidni druh s tfemi homeolognimi sadami
po 7 chromosomech ve trech subgenomech A, B a D. Subgenom A je velky 5 727 Mbp
(IWGSC, 2014) a v ptevazné mife ovliviiuje autogamii a morfologické vlastnosti zahrnujici
strukturu kvétu, tvar zrna a rostlinny habitus (Rong, 1999; Nalam a kol., 2006). Subgenom B
je velky 6274 Mbp (IWGSC, 2014) a v pievazné mife ovlivituje ekologickou adaptaci
a toleranci k biotickym i abiotickym stresim (Peng a kol., 2003a, b). Subgenom D je velky
4 937 Mbp (IWGSC, 2014) a v pievazné mife ovlivituje pekafskou kvalitu mouky a odolnost
pSenice vuéi chladu, vlhkosti a odlisné fotoperiodé (Dubcovsky a Dvorak, 2007). Pfevaznou
¢ast pSeni¢ného genomu tvoii repetitivni elementy (>80 %), z nichz nejcastéjsi jsou LTR
retrotransposony typu Gypsy, DNA transpozony typu Mutator a Mariner (IWGSC, 2014),
které zna¢né komplikuji analyzu a dostupnost referencni sekvence pSeni¢ného genomu.
Protein kodujici sekvence predstavuji méné nez 2 % genomu (IWGSC, 2014) a to je
pravdépodobnym diivodem minimalniho poétu klonovanych genti. Klonovanymi geny jsou tii
geny vernalizace VRN-1, VRN-2 a VRN-3 (Yan a kol., 2003; 2004; 2006), gen Q, ktery ma
vliv na fragilitu klasti a naro¢nost vymlaceni zrn (Faris a kol., 2003), gen Nax1, ktery reguluje
toleranci k salinit¢ (Huang a kol., 2006), gen Nac s vlivem na senescenci a obsah zinku
a zeleza v zrnu (Uauy a kol., 2006), gen Rhtl redukujici vysku pSenice (Peng a kol., 1999;
Hedden, 2003), gen Ppd-D1 majici vliv na fotoperiodu (Beales a kol., 2007) a geny rezistence
K padli travnimu Pm3 (Yahiaoui a kol., 2004) a ke rzi pSeni¢né Lrl, Lr10 a Lr21 (Cloutier
a kol., 2007; Feuillet a kol., 2003; Huang a kol., 2003).
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Velikost subgenomii a pocet genti pSenice
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Obr. 4: Velikost jednotlivych subgenomu s celkovym poc¢tem identifikovanych genu
U pSenice podle IWGSC (2014).

Velikost pSeni¢nych subgenomti v Mbp a pocet anotovanych gend pro jednotlivé subgenomy psenice. Zelené je
znazornén subgenom A o velikosti 5 727 Mbp s po¢tem 40 253 gend, modie subgenom B o velikosti 6 274 Mbp
s poctem 44 523 gend a ¢ervené subgenom D o velikosti 4 937 Mbp s poétem 39 425 gent.

2.2.1 Chromosomova strategie

Velkéd komplexita genomu a vysoka sekvencni podobnost mezi geny v pSenic¢nych
subgenomech piekazi efektivnimu studiu genomu psenice a vyvoji markeri pro agronomicky
vyznamné geny (IWGSC, 2014). Jednou z moZnosti pieklenuti téchto problému je redukce
ploidie rozdélenim pSenicného genomu na jednotlivé chromosomy a ramena pomoci
pratokové cytometrie (Dolezel a kol., 2014).

Ttidéni chromosomli u psenice je zalozeno na piipravé suspenze intaktnich
chromosomil s naslednym fluorescen¢nim barvenim a analyze jejich vlastnosti (obsahu DNA
a rozptylu svétla) po priichodu excitaénim laserovym paprskem. Céstice s pozadovanymi
vlastnostmi jsou pak v elektrickém poli vychyleny do pfipravenych nadob (Vrana a kol.

2000), (Obr. 5).
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Obr. 5: Princip tfidéni pSeni¢nych chromosomi a ramen pomoci priutokové cytometrie.

Schéma pritokového cytometru skladajiciho se z fluidiky, optického a elektronického zafizeni. Fluorescencné
oznacené chromosomy v suspenzi prochazeji uzkym proudem fluidni tekutiny a jsou detekovany svételnym
paprskem (z laseru). Vysledkem je tzv. flow karyotyp sestaveny na zéklad¢ intenzity fluorescence. Vybrané
¢astice jsou nasledné nasmérovany pomoci nabitych desek do pfipravenych zkumavek. Nenabité castice sméiuji

do odpadni nadoby. Obrazek laskavé poskytnul Dr. J. Barto§, UEB Olomouc.

Ttidéni chromosomu je mozné tehdy, pokud se lisi alesponn o 3 % obsahu DNA
(Vréna, J. osobni sd¢€leni). Pro tfidéni pSeni¢nych chromosomil se proto pouzivaji adi¢ni linie
nebo ditelosomické linie (Pfosser a kol., 1995). Ditelosomické linie pro téméf vSechny
chromosomy kutivaru Chinese Spring byly pfipraveny v Sedesatych letech minulého stoleti
Dr. Searsem pro studium pérovani chromosomu (Sears, 1966). Takovéto linie umoziuji
jasnou identifikaci jednotlivych chromosomaélnich ramen a tfidéni s velkou Ccistotou
(Kubaldkova a kol., 2002). Cistota tiidénych chromosomi nebo jejich ramen se uréuje pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) s pouzitim repetitivnich sond pro GAA mikrosatelit,
Afa a psc119.2 repetice a 18S ribozomalni DNA (Molnar a kol., 2014), (Obr. 6). DNA
tfidénych chromosomi je vyuZivdna v mnoha aplikacich molekularni biologie, napiiklad
k fyzickému mapovani, k tvorb¢ DNA arrayi, k vyvoji DNA markerta nebo k takzvanym
,,survey“ chromosom specifickym sekvencim. Pro ziskani referenéni sekvence je
odvozenych fyzickych map (Dolezel a kol., 2014). Diky chromosomovému tfidéni lze
studovat strukturu, velikost, evoluci polyploidniho genomu a konstruovat fyzické mapy

po jednotlivych chromosomech.
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Obr. 6: Fluorescen¢ni in situ hybridizace repetitivnich sond GAA, Afa, pscl19.2
a ribosomalni DNA 18S.

Ideogram pro pSeni¢né chromosomy subgenomu B, histogram velikosti, jak je zobrazuje priatokovy cytometr,
a vyznaceni populace chromosomalniho ramene 1BS, které byly tfidény. Identita a Cistota chromosomalniho
ramene byla urCena FISH (vpravo nahofe) s repetitivnimi sondami pro mikrosatelit GAA (zlut¢). DNA
chromosomu je obarvena fluorescen¢ni barvou propidium jodidem Pl (Cervena barva). V levé ¢asti obrazku je
znazornén B genom s 1BS telosomickym chromosomem — 1BS kratké rameno 1B chromosomu (bez ¢erveného
ktizku). V pravé ¢asti obrazku je flow karyotyp skladajici se z I, II a III piku reprezentujici skupiny chromosomd,
z piku pro 3B chromosom (vpravo) a navic piku (vlevo), ktery reprezentuje kratké rameno 1B chromosomu znaéné

oddéleného od ostatnich chromosomi. Obrazek laskave poskytnul prof. J. Dolezel.

Dobrym ptikladem je nejvétsi pSenicny chromosom 3B (993 Mbp; IWGSC, 2014),
ktery Ize jednoduse cytometricky odd¢lit od ostatnich chromosomt na zakladé obsahu DNA.
Proto byl tento chromosom pouzit k sestrojeni prvni chromosom specifické fyzické mapy

(Paux a kol., 2008) a k ziskani referen¢ni sekvence (Choulet a kol, 2014).

2.2.2 Fyzické mapy

Kromé referen¢ni sekvence, kde je vzdalenost markerti udavana piesné v poctu bp,
a fyzické kontigové mapy, kde se odhaduje vzdalenost v bp, se k fyzickému uspofadani
markerl na chromosomu nejéastéji pouziva mapa cytogeneticka (vzdalenost markert
seudava v um) a mapa delecni. Delecni mapa udava pozici markeru na chromosomu
V intervalu mezi dvéma delecemi ozna¢enym jako ,,bin“. Dele¢ni linie pro dele¢ni mapovani
u pSenice byly piipraveny na zaklad¢ gametocidalniho systému (Endo, 1990). Gametocidalni
systém je zaloZen na chromosomovych zlomech vyvolanych v gametach pomoci gametického

letdlniho genu z adi¢niho chromosomu pochézejicitho z blizce piibuzného druhu pSenice
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viz (kap. 2.2.3). Endo a Gill (1996) zkonstruovali celkem 338 dele¢nich linii pro vSechny
pSeni¢né chromosomy.

Pro cely pSeniény genom byly vytvofeny EST bin mapy financované nadaci NSF
(the National Science Foundation) za uc¢elem identifikace a charakterizace jedine¢nych gent
EST (Expressed Sequence Tag Unigenes). Cilem projektu bylo mapovat jedine¢né ESTy
do specifickych chromosomovych regionti, tzv. bind, pomoci dele¢nich, nulli-tetrasomickych
a ditelosomickych linii (Miftahudin a kol., 2004). V ramci NSF projektu byly vytvotreny EST
bin mapy pro homeologni skupinu 4. Pro 4A chromosom bylo mapovano 786 jedine¢nych
EST, z toho 246 EST do 4 binu na kratkém rameni a 540 EST do 5 bint na dlouhém rameni
4A chromosomu (Miftahudin a kol., 2004), (Obr. 7).

135 4+ 4AL4-0.80-1.00
112 <+ 4AL5-0.66-0.80
104 T‘- 4AL.13-0.59-0.66

78 <+ 4AL12-0.43-0.59

111 <+ C-4AL12-0.43

<+ C-C4A
<+ C-4AS81-0.20

4+ 4A51-0.20-0.63

< 4A54-0.63-0.76
+ 4A83-0.76-1.00

Obr. 7: C-banding ideogram pro 4A chromosom s vyznacenymi biny dele¢ni mapy
(Miftahudin a kol., 2004).

Tmavé pasy odpovidaji C-bandiim. Sipky oznacuji jednotlivé biny. Cisla na levé strané znamenaji podet
mapovanych EST (Expressed Sequence Tag) do jednotlivych bini. Celkem 786 EST bylo mapovano

do odpovidajicich 9 dele¢nich binti. Chromosom je pfevracen kvuli pericentrické inverzi.

2221 Linie s pfestavénym karyotypem

U polyploidni pSenice mezi subgenomy A, B a D muze dochazet k nezévislému
parovani chromosoml béhem meidzy (Griffiths a kol., 2006). To umoZiuje vytvorit
aneuploidni linie, protoze pSenice toleruje ztratu celého chromosomu nebo i jeho Casti.
Naptiklad u nullisomické linie (Sears, 1954), které chybi homologni par chromosomu, je
homologni par nahrazen jinym homolognim parem jiného subgenomu pSenice. Homologni

par pSenicného chromosomu 4A je nahrazen homolognim parem pSeni¢éného chromosomu 4B

-17 -



za vzniku nulli-tetrasomické linie pSenice N4AT4B (Sears, 1966). Tato linie umozni zjistit,
zda navrhnuty marker na 4A chromosom je opravdu specificky pro 4A chromosom. Dr. Sears
pfipravil aneuploidni linie pSenice z kultivaru Chinese Spring, ¢imz byly objeveny skupiny
homeolognich chromosomti.

U ditelosomické linie (Sears a Sears, 1978), které chybi bud’ kratka, nebo dlouha
ramena homologniho péaru chromosomu, lze zjistit, na kterém rameni napiiklad 4A
chromosomu lezi nové navrhnuty marker. Jde napfiklad o pSeni¢né linie dT4AL a dT4AS.
U delecni linie (Endo, 1990) chybi urcita ¢ast ramene chromosomu. Rameno chromosomu je
rozdéleno na dele¢ni frakce, tzv. biny, coz nasledné¢ umozni zjistit presnéjsi lokalizaci
markeru a genu na daném rameni chromosomu. Nulli-tetrasomické, ditelosomické a dele¢ni
linie umozni mapovat markery ve vazb¢ s geny na konkrétni chromosomy, ramena a dele¢ni
biny pSenice (McIntosh, 1988; Hossain a kol., 2004b).

V pSenici bylo na dele¢nich liniich mapovano pomoci RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) 16 000 pseni¢énych EST (Qi a kol., 2004). Toto rozliseni je

vSak nedostate¢né pro ukotveni vétSiho poctu kontigii fyzické mapy.

2.2.2.2 Fyzicka kontigova mapa

Fyzicka kontigovd mapa je sestava tzv. kontigh. Kontig pfedstavuje soubor
piekryvajicich se BAC klont, které tvoii spojity tsek. Identifikovat piekryvy BAC klont 1ze
bud’ pomoci DNA markert, nebo dnes nejcastéji pouzivanym DNA fingerprintingem (Meyers
a kol., 2004; Dolezel a kol., 2007). Alternativnim postupem je takzvany ,,Whole Genome
Profiling”“ (WAG), (van Oeveren a kol., 2011). Pro ziskani referen¢ni sekvence, jak tomu bylo
u chromosomu 3B, se pouziva MTP (MinimalTilling Path), coz je minimalni soubor BAC

klond, které s danym piekryvem reprezentuji dany kontig nebo celou fyzickou mapu.

2.2.2.3 DNA fingerprinting

DNA fingerprinting vyuziva restrikéni endonukleazy se specifickym rozpoznavacim
mistem. Po §tépeni a separaci DNA fragmenti vznika charakteristicky patern specificky
pro danou DNA (Fingerprint). Fingerprinting vyuziva pro enzymatické $tépeni 1 az 5
restrikénich endonukledz. Podle poctu pouzitych restrikénich enzymi se bude nasledné lisit
rozliSeni a kvalita fyzické mapy (Xu a kol., 2004). Kazdy BAC klon je nastépen na kratsi
fragmenty, které jsou separovany a detekovany. Klony odvozené ze stejné oblasti,
které se prekryvaji, budou mit podobné fingerprinty. Na zaklad¢ porovnani fingerprint jsou
identifikovany ptekryvy mezi BAC klony a ty jsou nasledné poskladany do kontigu.
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Fingerprinting vyuziva fluorescen¢ni znaCeni restrik¢nich fragmentt. Separaci a detekci
fluorescencné znaCenych fragmentli na automatickém kapildrnim genetickém analyzatoru
odvodil (Luo a kol.,, 2003). Fingerprintingova data se zpracovavaji v programu FPC
(FingerPrint Contigs), (Soderlund a kol., 2000) pomoci tzv. Sulstonova skore, které pocita,
s jakou pravdépodobnosti jsou fragmenty z restrikéniho spektra spoleéné pro dva
fingerprintované klony na zdkladé nahody (Meyers a kol., 2004). Fragmenty pochazejici
z repetitivnich oblasti genomu mizou zptisobovat vétveni Kontigii. VEétveni kontigti program
FPC neni schopny detekovat. Tento problém vyieSil (Frenkel a kol.,, 2010) S novym
ptistupem, takzvanym LTC (LinearTopological Contig).

2.2.3 Dele¢ni mapovani

Dele¢ni mapovani u pSenice vyuziva linie s rozdilnou velikosti koncovych deleci
na jednotlivych chromosomovych ramenech (Endo, 1988). Tyto linie umoziuji mapovat
lokusy vyznamnych genl na fyzickou bin mapu. Napiiklad Gill a kol. (1993) mapovali Phl
lokus, ktery kontroluje parovani homolognich chromosomt na 5B chromosom v dele¢nim
binu 5BL-11.

Dele¢ni linie jsou konstruovany pomoci adiéniho chromosomu z pSenice Aegilops
cylindrica Host (2n = 28, CCDD) v monosomickém stavu v kultivaru Chinese Spring
(Obr. 8). Pritomnost tohoto chromosomu vyvolava chromosomové zlomy v gametach (Endo
a Gill, 1996). Zlomy na koncich chromosomi nejsou zfizovéany s jinymi koncovymi zlomy,
ale jsou stabilizovany rychlym vznikem telomerni struktury (Werner a kol., 1992). Vzniklé
delece jsou pravidelné pSenaseny do potomstva bez adi¢niho chromosomu z Ae. cylindrica.
Kromé chromosomu z Ae. cylindrica mohou chromosomalni zlomy vyvolavat také piitomnost
chromosomu z pSenice Ae. triumcialis L. (2n = 28, UUCC) a satelitniho chromosomu
z Ae.speltoides Tausch (2n = 14, SS), (Endo a Gill, 1996). Chromosom 2B z kultivaru
Chinese Spring nese translokaci chromosomalniho segemetu z Ae. speltoides, ktery je umistén
na konec dlouhého ramene 2BL (T2BS.2BL-2SL). Tato translokace ptinesla gametocidalni
gen Gclb (Tsujimoto a Tsunewaki, 1988), ktery vyvolava zlomy na chromosomech.

Z této linie byl odvozen tzv. gametocidalni systém pro ptipravu delecnich linii.
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Obr. 8: C-banding adi¢nich chromosomii a chromosomu s translokaci podilejicich

se na tvorbé zlomi u pSenice pievzato z (Endo a Gill, 1996).
Chromosomy s C-banding vzorem vyvolavajici zlomy na chromosomech u pSenice Triticum aestivum kultivar
Chinese Spring. a) Aegilops cylindrica, b) Aegilops triuncialis, ¢) 2B chromosom Triticum aestivum Kkultivar

Chinese Spring s translokaci pochazejici z Aegilops speltoides T2BS.2BL-2SL.

Pomoci C-bandingu byly analyzovany chromosomové konstituce v potomstvu.
Rostliny, které nesly deletované chromosomy bez adiéniho chromosomu byly samospraseny,
nebo zpétné zkiizeny do kultivaru Chinese Spring s naslednym samosprasenim. Nasledné byli
z potomstva samospiasenych rostlin selektovani homozygoti pro delece v sledovanych
chromosomech. Pokud nebylo mozné ziskat homozygota s danou deleci, byl heterozygot
zktizen s odpovidajici nuli-terasomickou lini a selektovan hemizygot s deleci v sledovaném
chromosomu (Endo a Gill, 1996).

Pro 4A chromosom byly vytvofeny 4 homozygotni dele¢ni linie kratkého ramene
s redukovanou fertilitou a 11 homozygotnich linii z 13 deleci pro dlouhé rameno 4A
chromosomu (Obr. 9). Diky deficienci v produkci semen ze samosprasenych rostlin dele¢ni
homozygoty pro delece 4AL-3, 4AL-8 a 4AL-12 nebylo mozné ziskat (Endo a Gill, 1996).

SHipIR et

4A S-3 S-2 S-4 S-1 L-6 L-14 L-1 L-4 L-2 L-9 L-5 L-7 L-11 L-13 L-12 L-8 L-3

Obr. 9: C-banding deletovanych ramen 4AS a 4AL chromosomu 4A pSenice Triticum

aestivum kultivar Chinese Spring prevzato z (Endo a Gill, 1996).

C-banding chromosomii 4A s riznymi delecemi. Prvni chromosom je normalni 4A chromosom, ktery slouZzi
pro srovndni s nasledujicimi deletovanymi 4A chromosomy. Kratké rameno (S) ma 4 deletované konce
chromosomu a dlouhé rameno (L) mé 13 deletovanych konct chromosomu. 4AL-10 delece neni, protoze dele¢ni

linie byla sterilni. Cernou Sipkou je ozna¢ena centromera.
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Deleéni linie jsou vhodné pro mapovani geni, QTL, biochemickych a DNA markert
bez polymorfismu, avsak rozliSeni je limitovano po¢tem dele¢nich linii (Obr. 10).

Alternativou dele¢niho mapovani je radia¢ni hybridni mapovani, které je zalozeno
na podobném principu jako dele¢ni mapovani. U radiacniho hybridniho mapovani nejsou

zlomy na chromosomech vyvolany adi¢nim chromosomem, ale radia¢nim zafenim.

kratké rameno 1 2 3
centromera
®
dlouhé rameno
Markerl pp— 4
OTL <— Bin-2
Marker2 — | €— Bin-1
. <— Bin-telomericky
J
Y
normalni deletované konce
chromosom dlouhého ramena

Obr. 10: Princip dele¢niho mapovani na dele¢nich binech pomoci DNA markeri

ve vazbé ke QTL (Quantitative trait loci).

Princip dele¢niho mapovani na dele¢nich binech. Hranice binli jsou vyznafeny pferuSovanou c&arou.
Na normalnim chromosomu v uré¢ité oblasti dlouhého ramene je lokalizovan QTL (Quantitative trait loci),
ktery je ve vazbé s markereml a markerem2. Pti dele¢nim mapovani je zjisténo, ze QTL se nevyskytuje
v rostling, ktera ma deleci ve 3. chromosomu. V Binu-1 je lokalizovan pouze marker2, v Binu-2 je lokalizovan
QTL a Markerl je lokalizovan za hranici zlomu na 3. chromosomu. To umozni identifikovat QTL do Binu 1

a mezi markery 1 a 2.
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2.2.4 Radiac¢ni hybridni mapovani

U radia¢niho hybridniho (RH) mapovani jsou zlomy na chromosomech uméle
vyvolany naptiklad gama nebo rentgenovym zafenim. Zareni vytvari mensi i vétsi delece
v chromosomech. Ve vétsing piipadu zlomy nejsou opraveny vytvoienim telomerni struktury,
ale projenim s piilehlym chromosomalnim zlomem. Tyto linie jsou stejné jako
u gametocidalniho systému kfizeny do nulli-tetrasomickych linii. Hemizygotické linie jsou
analyzovany pro prezenci nebo absenci genetickych DNA markerti (Obr. 11), (Hass-Jacobus
a Jackson, 2005). RH mapovani bylo pouZzito naptiklad u pS$eni¢ného genu scs*® (Hossain
a kol., 2004a) pro zvétSeni rozliSeni v dané chromosomové oblasti u pSenice tvrdé Triticum
turgidum (Kalavacharla a kol., 2006).

RH mapovani umoznuje integraci genetické a fyzické mapy. RH mapy jsou
konstruovany na zéklad€é koretencni analyzy mezi DNA markery a indukovanymi zlomy.
Poradi markerii na RH mapé nemusi odrazet skute¢né poradi marker na chromosomu,
protoze zlomy na chromosomech mohou zfizovat s jinymi vzniklymi fragmenty (Hass-
Jacobus a Jackson, 2005). Jednotkou RH map je tzv. centiRay [cR], ktery odpovidad 1 %
frekvenci zlomu po vystaveni urcité davky zafeni (Boehnke a kol.,, 1991). Naptiklad
koreten¢ni vzdalenost 1 cRg goo Mmezi dvémi markery na RH mapé odpovida 1 % frekvenci
zlomu po vystaveni 8 000 rad X-zafeni (Cox a kol., 1990). RH mapy maji riznou hodnotu
rozliSeni, protoze k indukci zlomi na chromosomech mtizou byt pouzity rizné davky zareni.
Na RH mapé miiZze byt rozliSeni az 100 kb (Schuler a kol., 1996; Steward a kol., 1997).
RH mapovani na rozdil od rekombinacniho mapovani umoZiuje studovat oblasti
na chromosomech s vyrazné snizenou pravdépodobnosti rekombinace, naptiklad v oblasti
centromer nebo introgresnich segmentu.

Delecni a RH mapovani na rozdil od genetického mapovani neni zavislé
na meiotické rekombinaci. Meiotickd rekombinace je nahrazena uméle indukovanymi zlomy.
Delecni a RH mapovani je rychlejsi, protoze nepotiebuje velkou mapovaci populaci
a polymorfni markery. Umozni to studovat specifickou oblast na chromosomu, naptiklad
v oblasti centromer, které se poji s mensi pravdépodobnosti rekombinace. Vyhodou deleé¢niho
mapovani oproti RH mapovéni je, Ze chromosomové zlomy jsou rychle stabilizovany
vznikem telomerni struktury, tudiZ nedochdzi k zflizovéani zlomeného konce chromosomu
S jinym chromosomovym fragmentem. Nevyhodou dele¢niho mapovani je nizs$i rozliSeni,

protoze jednotlivé chromosomy jsou rozdéleny na mensi pocet binti.
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Obr. 11: Princip radia¢niho hybridniho mapovani mezi markery (Rysava, 2013).

Princip radia¢niho hybridniho mapovani. Schématicky znadzornény chromosom nese dva markery A a B blizko
sebe, mezi kterymi mohou nastat rtizné situace zlomeni na chromosomu po vystaveni ur¢ité davky X-radia¢niho
zateni. 1) vzniknou dva fragmenty, z nichz kazdy nese jeden marker, mezi markery A a B dochazi k tzv. deleci,
2) ke zlomeni nedochazi, jde o tzv. retenci, 3) diky dvéma zlomim mezi markerem A a B vzniknou tfi
fragmenty, z nichZ jeden nenese zZadny marker, 4) zlom za jednim markerem da vzniknout dvéma fragmentim,

Z nichz jeden nenese zadny marker.

2.3 Integrace fyzické a genetické mapy

Pro zvyseni pravdépodobnosti spravného poskladani referencni sekvence je dulezité
znat poradi a orientaci BAC kontigii na chromosomu. Toho Ize dosdhnout ukotvenim kontigi
na rekombinaéni nebo fyzickou (cytogenetickou nebo dele¢ni) mapu chromosomu.
Problémem pii ukotvovani kontigli na genetickou mapu je nizka hustota markeri a malé
fyzické rozpéti BAC kontigii. K integraci mapy je nezbytn¢ nutné mit vysokohustotni mapu
DNA markerd (Nguyen a kol., 2005). Nejpouzivanéjsi dostupnou mapou pro vétSinu rostlin je
rekombinacni mapa. Markery, které jsou vhodné pro ukotvovani genetické a fyzické mapy,
jsou nejcastéji SNP (Single Nucleotide Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat), EST
(Expressed Sequence Tag) a STS (Sequence tagged Site).
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2.3.1 Genetické DNA markery

Mezi nejvice rozsifené a vyuzivané DNA markery patii tzv. SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), jednoduchy nukleotidovy polymorfismus, jehoz pii¢inou jsou substituce
purinovych a pyrimidinovych bazi. Na zédklad¢ SNP lze zjistit rozdily mezi dvémi sekvencemi
(Nguyen a Wu, 2005). Napiiklad hustota pSeniénych SNP je dva SNP na jednu kilobazi
(Bhattramakki a Rafalski, 2001). Dal§imi vyuzivanymi DNA markery jsou tzv. SSR (Simple
Sequence Repeat), jednoduché opakujici se sekvence neboli mikrosatelity, které umozni
rozlisit vice alel najednou diky zméné v poctu opakujicich se jednotek sloZzenych z 2 az 6 bp
kratkych DNA sekvenci (Nguyen a Wu, 2005). Vyhodou SSR je, ze jsou relativné
rovnomérné rozptylené v genomu (Li a kol., 2002). EST (Expressed Sequence Tag) markery
jsou kratké sekvence cDNA dlouhé 200 az 700 bp (Adams a kol., 1991). A v posledni fadé
markery tzv. STS (Sequence tagged Site), které byly vyuzivany i v ramci této diplomové
prace (kap. 3.4). Koncept STS markerti byl navrzen (Olson a kol., 1989) a jsou navrhovany

pro znamé DNA sekvence.

2.4 4A chromosom pS$enice
4A  chromosom je nejvyrazngji rekonstruovanym chromosomem psenice,
a proto patii k tém nejzajimavéjsim. 4A chromosom béhem evoluce podstoupil pericentrickou
inverzi, 4AL/5AL translokaci u diplodniho piedka a dalsi 4AL/7BS translokaci
u tetraploidniho ptedka pSenice seté (Obr. 12), (Devos a kol., 1995; Hernandez a kol., 2012;
Ma a kol., 2013; Miftahudin a kol., 2004; Naranjo a kol., 1987).

4AS t 4AL

(

L ]
Pericentric \ inversion

[ 4AS native
B 4AL native
] 5AL native
Il 7BS native

Obr. 12: Struktura pSeni¢ného 4A chromosomu prevzato z (Hernandez a kol., 2012).

Béhem evoluce 4A chromosomu doslo nejdiive k pericentrické inverzi mezi segmentem A (kratké rameno 4AS,
oranzova barva) a segmentem B (dlouhé rameno 4AL, modré barva) na 4A chromosomu. Takto vzniklo moderni
kratké 4AS rameno. Nasledna translokace segmentu D (dlouhé rameno SAL, Zluta barva) a translokace segmentu

E (kratké rameno 7BS, zelena barva) dala vzniknout modernimu dlouhému 4AL ramenu pSenice.
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Prakticka ¢ast této prace je zaméfena na konstrukci deleéni mapy 4A chromosomu
se zvySenym rozliSenim a vyvojem specifickych molekularnich markerti pro charakterizaci
novych linii dele¢ni mapovaci populace. V ramci snahy o ziskani referencni sekvence
chromosomu 4A byla na pracovisti UEB Olomouc pfipravena 4A chromosom specificka

BAC knihovna a fyzicka mapa (nepublikovana data).

2.5 Uvod k praktické &asti

Praktickd ¢ést diplomové prace se zabyva vyvojem a charakterizaci delec¢nich linii
a vysokohustotnim dele¢nim mapovanim pro 4A chromosom u pSenice. Cilem praktické ¢asti
je zvétsit rozliSovaci schopnost dele¢ni fyzické mapy 4A chromosomu navySenim poctu binil
a navySenim poctu dele¢nich linii. Pfed vice nez deseti lety byla pro 4A chromosom
zhotovena EST bin mapa na dele¢nich, nulli-tetrasomickych a ditelosomickych liniich
ziskanych gametocidalnim systémem. EST bin mapa 4A chromosomu ma pouze 9 delecnich
bint (Obr. 5), (Miftahudin a kol., 2004). RozliSovaci schopnost fyzické mapy zavisi na poctu
delec¢nich bind.

Na Ustavu experimentalni botaniky AV v Olomouci byla zhotovena chromosom 4A-
specifickh BAC knihovna a nésledné fyzickd mapa (nepublikovana data). Pro ukotveni
této mapy je potfeba mapa molekuldrnich markerti s velkym rozliSenim. Dele¢ni mapa je
jednou z moznosti hlavné pro oblasti s nizkou frekvenci rekombinaci. Pro zvétSeni dele¢ni
mapy a charakterizaci novych dele¢nich linii bylo potfeba navrhnout markery rovnomérné
distribuované po chromosomu. K identifikaci sekvenci pro takovéto markery byl vyuzit
»GenomeZipper«. GenomeZipper ptedstavuje virtualni uspofadani genovych sekvenci na 4A
chromosomu, ktery je zaloZen na syntenii genli pSenice s geny piibuznych druhit (IWGSC,
2014). Navrhnuté markery byly testovany na F; populaci hemizygotnich dele¢nich linii
opracovanych gametocidalnim systémem pro 4A chromosom.

Hlavnim cilem praktické c¢asti diplomové prace bylo navysit pocet bin,

a tim i zvetsit rozliSovaci schopnost na dele¢ni mapé 4A chromosomu.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Biologicky material

Vychozim materialem pro dele¢ni mapovani byla semena F; hemizygotnich linii
z gametocidalniho systému pro 4A chromosom odvozenych z Triticum aestivum kultivaru
Chinese Spring. Hemizygotni linie byly ziskany kiizenim hybrida s gametocidalnim lokusem
s nulli-tetrasomickou linii N4AT4B nebo N4AT4D psenice kultivaru Chinese Spring. Semena
pripravil a laskavé poskytnul prof. Takashi R. Endo, Ph.D. (Ustav experimentalni botaniky
AV CR, v.v.i., Olomouc). Ke zpétnému kiiZeni sterilnich hemizygoti byla pouZita pSenice
kultivaru Chinese Spring se standardnim karyotypem.

Pro ovéfeni specificity navrhnutych STS markert (Tab. I) na 4A chromosom a jeho
ramena za ucelem identifikace deleci v 4A chromosomu byla pouzita genomickd DNA
extrahovana z kultivaru Chinese Spring se standardnim karyotypem (CS), MDA (Multiple
Displacement Amplification) amplifikovana DNA z tfidénych 4AL a 4AS chromosomovych
ramen kultivaru Chinese Spring, DNA nulli-tetrasomickych linii N4AT4B a N4AT4D.

K zjisténi chromosomalni pozice nové navrhnutych markeri na 4A chromosomu
bylo pouZito patnact delecnich linii pro 4A chromosom (4 pro kratké rameno 4AS a 11
pro dlouhé rameno 4AL), (Endo a Gill, 1996). Dele¢ni linie pro 4A chromosom z pSenice
Triticum aestivum kultivar Chinese Spring poskytlo NBRP-WHeat, (Kyoto Univerzita,
Japonsko) a DNA t&chto dele¢nich linii poskytla Mgr. Barbora Klocova (Ustav

experimentélni botaniky AV CR, v.v.i., Olomouc).

3.2 Péstovani mapovaci populace

F1 semena z kiizeni nulli-tetrasomické linie N4AT4B a N4AT4D s liniemi
z gametocidalniho systému byla sterilizovana 1 min v 5% savu a nasledné¢ omyta 30 min
ve vode€. Semena byla vlozena do Petriho misek na navlhéeny filtracni papir a bunic¢itou vatu
a inkubovédna 5 dnl pfi 6°C za ucelem odstranéni dormance semen. Poté byla semena
inkubovana 1 den pii 25°C ve tmé. Nakli¢ena semena byla sazena do zahradnického substratu
s ptidavkem viceslozkového mineralniho hnojiva s mikroprvky (Raselina Premium, Sobé&slav)
v raSelinovych kvétinaceich, tzv. jiffech (5x5 cm). Rostliny byly péstovany ve skleniku
pii 22°C den/10°C noc. Za 20 - 29 dni od vysevu byly odebrany listové segmenty pro extrakci
DNA. Vyselektované linie s delecemi byly pfesazeny do kvétinaca (10x10 cm). Odnozujici
rostliny byly pfemistény do skleniku s teplotou 28°C den/18°C noc a osvétlenim 12 hod den.
Jednou tydné¢ byly mladé rostliny pfihnojovany roztokem Kristalonu Start 1 g/1L.
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Sterilni rostliny byly zkiiZeny s pSenici kulivar Chinese Spring obsahujici standardni
karyotyp za ucelem obnoveni fertility. V pribé¢hu vegetace byla také hodnocena morfologie

klast, protoze dele¢ni linie vykazovaly odchylky.

3.3 Extrakce a purifikace DNA

Genomicka DNA dele¢nich linii byla extrahovana pomoci kitu Agencourt®
Genfind™ v2 Blood Binding Buffer (Beckman Coulter, USA) v 96jamkovych PCR miskach.
Za ucelem ovéieni vybranych deleCnich linii a ziskani vétsiho mnozstvi DNA byla DNA
extrahovana pomoci kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Biomedical AG,
Némecko) nebo kitu NucleoSpin® Plant Il (Macherey-Nagel, Némecko).

3.3.1 Kit Agencourt® Genfind™ v2 Blood Binding Buffer

Kit Agencourt® Genfind™ v2 Blood Binding Buffer (Beckman Coulter, USA) byl
puvodné uren k extrakci DNA z krve. Postup extrakce DNA byl ale modifikovan
a optimalizovan pro vysokokapacitni extrakci DNA z listli pSenice ve formatu 96 jamek.
Vysokokapacitni extrakce DNA je zaloZena na vazbé molekul DNA na magnetické Castice,
které jsou v pribéhu extrakce fixovany na stény jamek 96jamkové PCR misky po pfiloZeni
magnetické desticky 96 direct Inject Magnet (Beckman Coulter, USA). Imobilizace
magnetickych castic nesouci molekuly DNA umoziuje rychlou a vykonnou purifikaci
vyextrahované DNA.

Byly odebrany dva az tii segmenty (2 cm) mladého listu z F; hemizygotd dele¢nich
linii do 96jamkové misky s 2ml jamkami. Odebrané listy byly ususeny v termostatu BT 120M
(Laboratorni pfistroje Praha, CR) pfi 37°C 2 dny. Rostlinny material byl homogenizovan
Vv oscilaénim mlynu MM301 (Retsch, Némecko) s 2 sklenénymi kulickami (5 mm) pii 27 Hz
4 min.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,5 ml Lysis Buffer, ktery byl pfipraven z 0,5 %
hydrogensifi¢itanu sodného (Sigma-Aldrich, USA), 0,1 % kyseliny L-askorbové (Sigma-
Aldrich, USA), 1 % 2-merkaptoethanolu (Sigma-Aldrich, USA) a Basic Lysis Buffer
(5mol/l NaCl, 1mol/l Tris-HCI, 0,5mol/l EDTA, pH 7,2). Lyza vzorkt probihala 45 min
pti 65°C ve vodni lazni (Grant Instruments SUB, UK). Lyzat byl centrifovan 2 146x g,
10 min pti 4°C (Jouan CR4i, Thermo, USA).

100 pl supernatantu z kazdého vzorku bylo piepipetovano do nové 96jamkové PCR
misky a smichano s 5 pl magnetickych ¢astic, s 1 ul ribonukleasy A (30 mg/ml, Invitrogen,

USA) a 70 pl isopropanolu. Po promichani a 5 min inkubaci na led¢ doslo k vazbé DNA
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na magnetické Castice. Po 5 min inkubaci na magnetické desticce 96 direct Inject Magnet
(Beckman Coulter, USA) byl supernatant odpipetovan.

Magnetické Castice s navazanou DNA byly promyty 100 pl 70% ethanolem mimo
magnetickou desticku a umistény na led na 5 min. Purifikace byla provedena jesté jedenkrat.
Zaucelem odstranéni zbytkového 70% ethanolu byla miska vysuSena fénem. Nakonec byla
DNA eluovéna ve 40 pl sterilni vody mimo magnet. Po 10 min inkubaci na magneté bylo
pteneseno 35 pul roztoku DNA do nové 96jamkové PCR misky.

Uspé$nost extrakce a stupeii degradace vyextrahované DNA byly u nahodné
vybranych vzorki odhadnuty po elektroforetické separaci v 0,86% agarosovém gelu (Serva,
Némecko) v 0,5 TBE pufru (5x TBE: 450mmol/l Tris-HCI, Sigma; 570mmol/l kyselina
borita, Lachner; 10mmol/l Na,EDTA%2H,0, Fluka; pH 8,0) na zakladé porovnani se 100bp
standardem molekulové hmotnosti DNA Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder (1 pg; Thermo
Scientific, USA).

DNA byla separovana v elektroforetické komote Thermo Scientific Owl A6
(Separation Systems, Inc., USA) se zdrojem napéti MP-300 V (Major Science, USA) 60 min
pii 4 V/cm a nasledné obarvena v 0,05% roztoku ethidium bromidu (Sigma-Aldrich, USA)
20 min. fragmenty DNA byly vyzualizovany na dokumentaénm systému GeneSnap
(SynGene, UK).

Koncentrace extrahované DNA byla zmé&fena na fluorometru Modulus ™ single tube
multi mode reader (Turner BioSystems, USA) za pouziti fluorescenéniho barviva Quant - iT™
PicoGreen® dsDNA Reagent (life Technologies, USA) podle navodu doporuceného vyrobcem.
Vytézek vyextrahované DNA se pohyboval v rozmezi 2 az 30 ng/ul v zavislosti na vychozim

mnozstvi rostlinného materialu. Extrahovand DNA byla uskladnéna pii -20°C.

3.3.2 Kit Invisorb® Spin Plant Mini Kit a kit NucleoSpin® Plant 11

Kit Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Biomedical AG, Némecko) a kit
NucleoSpin ® Plant Il (Macherey-Nagel, Némecko) umoznili extrakei a purifikaci genomické
DNA ve vétsim mnozstvi a kvalité. Extrakce DNA je zaloZena na specialnich mikrokolonéach
obsahujicich membranu z oxidu kiemicitého a na hydratovaném povrchu chaotropni soli
V promyvacim pufru.

Byly odebrany tfi az pét segmentl listu (3 cm) z kazdé rostliny F; generace dele¢nich
linii do mikrozkumavky. Ptiprava a homogenizace rostlinného materidlu byly provedeny jako

v (kap. 3.3.1).
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Extrakce DNA Dbyla provedena podle navodd doporucenych vyrobci
(http://www.stratec.com) pro kit Invisorb™ Spin Plant Mini Kit a (http://www.mn-net.com)
pro kit NucleoSpin® Plant II s upravenym mnozstvim ribonukleasy A. Bylo ptidano 15 pl
ribonukleasy A (30 mg/ml, Invitrogen, USA) nebo 45 pl ribonukleasy A (10 mg/ml,
NucleoSpin ® Plant 11, Macherey-Nagel, Némecko).

Vytézek extrahované DNA se pohyboval v rozmezi 30 az 300 ng/ul v zavislosti
na vychozim mnozstvi rostlinného materidlu. Extrahovana DNA byla nafedéna na 5 ng/ul

a uskladnéna pii -20°C.

3.4 STS markery specifické pro 4A chromosom

V této diplomové praci byly navrhnuty specifické markery pro 4A chromosom
za ucelem selekce linii s deletovanym 4A chromosomem. Markery byly navrhnuty do genli
a intergenovych oblasti 4A chromosomu. Vybér sekvenci pro navrhovani marker vychazel
z ptivodni dele¢ni mapy (Miftahudin a kol, 2004), 4A GenomeZipperu a chromosom
specifickych ,,survey sekvenci pSenice (IWGSC, 2014).

8 sekvencnich kontiglh bylo vybrano pro dlouh¢é rameno a 7 pro kratké rameno 4A
chromosomu o minimalni délce 3 kbp. Repetitivni sekvence byly identifikovany porovnanim
s databazi TREP (http://wheat.pw.usda.gov) a vylouc¢eny pro navrhovani primera. Kodujici
oblasti  byly identifikovany algoritmem FGENESH (http://www.softberry.com),
(Solovyev a kol., 2006). Primery byly navrhnuty webovym programem Primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) tak, aby jeden z dvojice primert
byl ukotven v exonu predikované¢ho genu. Pokud sekvencni kontig neobsahoval gen, byla
sekvence ndhodné zvolena. Délka amplikonu byla volena v rozmezi 200 az 300 bp s ohledem
na detek¢ni schopnost 4% polyakrylamidového gelu. Pfehled navrhnutych primert je uveden
v (Tab. I).

Bylo pouzito 9 (owm32 - owm89) markerti pro telomericky bin dlouhého ramene 4A
chromosomu, které navrhla Mgr. Eva Kominkova v ramci klonovani QPm.tut-4A genu
s cilem ovéfit zvétSeni rozliSovaci schopnosti novych dele¢nich linii (Tab. II). Dale bylo
vybrano 15 specifickych markert pro 4A chromosom (owm119 - owm167), které navrhla
podle fyzické EST bin mapy 4A chromosomu Mgr. Barbora Klocova (Tab. II). Tyto markery
slouzily k identifikaci dele¢nich bind a charakterizaci novych dele¢nich linii (Tab. I11). Jako
interni standard v PCR reakci byl pouzit marker gdm136 (F_ CTCATCCGGTGAGTGCATC,
R_CCCGCATGTCTACATGAGAA) s 100 bp amplikonem.
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Tab. I: Pirehled navrhnutych STS markeru na distalni kontigy 4A chromosomu.

Lokalizace kontig

Nazev primeru

Sekvence primeru 5' — 3'

Geny

4AS_6009105

4AS_6009105_F1
4AS_6009105_R1

F1 GTGCAGAGGCTCGAATAATTG
R1 ACAAGAAGATCCTGCTGCAAA

0s03g0181800
Bradilg72510.4
Sh01g045130.1

4AS_5979030

4AS 5979030 F1
4AS 5979030_R1

F1 CCATGAAACGGGTTTTGAAT
R1 ATATTCGCCCGTTCAAAATG

05030181600
Sh01g045140.1

4AS_5977075

4AS_5977075_F1
4AS_5977075_R1

F1 ACTTGAGGTTCACCGACTGC
R1 AACACCCAGCACTCCCACT

0s03g0181500
Bradilg72560.1
Sh01g045150.1

4AS_5997030

4AS_5997030_F1
4AS_5997030_R1

F1 CCGCGTTAGGATTTAACGAA
R1 TGAGTTCCGCATAATTGTGGT

0s03g0180300
Bradilg72650.1
Sh01g045220.1

4AS_5925969

4AS_5925069 F1
4AS 5925969 R1

F1 ATGCCCTAGCAGATTTTGTCA
R1 AAGTGCTCGGATGGCTCTTA

0s03g0179900
Bradilg72690.1
Sb01g045240.1

4AS_5995370

4AS_5995370 F1
4AS_5995370_R1

F1 TTCACCTCCAGACTACCATTGA

R1 GCCTTTGTGATTGGCGTAAT

0s03g0179700
Bradilg72700.1
Sh01g045250.1

4AS_6003347

4AS_6003347_F1
4AS 6003347 R1

F1 GGCGGTGAAGTTGAAGAGTC
R1 CCTGCATGTAGGACATACGC

05030179400
Bradilg72740.1
Sh01g045260.1

4AL_7172486

4AL_7172486_F1
4AL_7172486_R1

F1 TGAGCAGACCTCCCTAGATACA

R1 CTGTCAGAAACCGGCACAG

0s0690102700
Bradilg52390.1
Sb10g000280.1

4AL_7148983

4AL_7148983 F1
4AL_7148983 R1

F1 CACCCAATCCTCATGCTCTT
R1 CACCACCATCCTGCTGCT

0Os06g0101600
Bradilg52460.1
Sh109000230.1

4AL_7158673

4AL_7158673 F1
4AL_7158673 R1

F1 CATCCATCCATTCACCACTG
R1 CGATCTTGGCCTTGAGGTAG

0s0690101800
Bradilg52480.1
Sb10g000101.1

4AL_7067163

4AL_7067163 F1
4AL_7067163 R1

F1 AGCTCTCCGTCTTTGCATGT
R1 CTGCACGGATGGACAAATAG

4AL_7067163

4AL_7067163 F2
4AL_7067163 R2

F2 GCTATCAGGTCCATGCCAAT
R2_ TCGTCACATCTTCCTTGTGG

4AL_7171348

4AL 7171348 F1
4AL 7171348 R1

F1 ACAGGGCATGAAGGGTAATG
R1 TGATCCATAGCACCATCCAA

4AL_7171348

4AL 7171348 F2
4AL 7171348 R2

F2 CATCTGACCGGAGCTTCTTC
R2 ATGGCACCATTCCTATCGAG

4AL_7095239

4AL_7095239 F1
4AL_7095239 R1

F1 GGTGACAGCCTCGTAAGCAT
R1 CTGATGCCATTTGCTCTTGA

4AL_7177317

4AL_ 7177317 F1
4AL_ 7177317 R1

F1 TGTGTAAATTGGCAGGCAAG
R1 TGCTGGCATGTTCTTGTAGG

4AL_7177317

4AL_ 7177317 _F2
4AL_7177317_R2

F2 GTGCACACCTCGAAGAATGA
R2 TATCCGTGCACAAGAAGCTG

4AL_7169252

4AL_ 7169252 F1
4AL_7169252_R1

F1 AGTTAGTCCCACCACGCTGT
R1 CTTGATCTTGCGGTGAACAA
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Tab. Il: Piehled specifickych markeri pro 4A chromosom, které poskytly Mgr. Eva

Kominkova a Mgr. Barbora Klocova.

Lokali Sekvence primeru Délka
okalizace Marker Geny R p' amplikonu Zdroj
kontig 53
[bp]
F1_ACGGTCTTCCTTCGTGGGTA Mgr.
4AL_7020240 | owm32 - R1_ACGCTCACGACATCGCTAAT 283 Kominkové
0s06¢g0115100 | F1 GACCAAGTGCATCATCGGTG Mar.
4AL_7149432 | owmb66 Bradilg50510.1 | R_GCATCCTATGGGCATGTTATGT 135 Kominkové
050690114500 | F AACACTACCTCGCGTACCTT M.
AAL_7127109 | owm70 Bradilg50470.1 | R_AGTGTGTCTTAGGTATGGTGGA 142 Kominkové
. F_CGGCTTGAAGTAACTGCTGA Mgr.
4AL_T134722 | owmS2 | Bradilg50420.1 | ™ 1cTaAAGTTGAATAAGCTCAGCCA 180 Kominkové
050690111100 | F1_GGTTTGATGGTTTGCTCGTG M.
4AL_T159908 | owm96 Bradilg49930.1 | R1_AAGCATCTTACCGAACTGAACC 442 Kominkové
F_TGCACTGCCTTGGACTTCT Mgr.
4AL_T158715 | owm76 | OS06QOLI8700 | n crCGGCCAGTACAAGAGGA L | Rominkova
F_GGTTGTCCTGTGTGCACTAA M.
AAL_T173954 | owmsl - R_TGTCCCTCCTTTTATCTAGCCT 169 Kominkové
F_AAACTACACCATGCCTTTTCAAA Mgr.
4AL_7162736 | owm86 B R_TGCCAAGTCAGTGCAATCG 166 Kominkova
F_ATGGGTGATGGCGTGTCTAG M.
4AL_7095772 | owm83 B R_TTTGATTCCTTCGTAATGGTGAC 181 Kominkové
050390854800 | o) crraeeancaTTCAGCTCTT Mgr
AAL_T142517 | owmlld | Bradilg01170.1 | gy~ pprorceTeTGTTGGAACATCA 346 Klocova
Sh01g000700.1
JAL 4377497 120 080390712700 | ) ppnrcaccTeTTCTATGTAACTC 282 M.
~ owm Bradilg11440.1 | 11 ATCGTGTCACAACCAAACTACAT Klocova
Sh01g010280.1
050390736300 | o), 11gocgresceaacTaca Mgr
AAL_7166434 | owml2l | Bradilg09460.1 | p1~GGGACGAGCTTGACGAT 31 Klocova
Sh01¢g008860.1
0s03g0297400 | ) ) GrenGaRATTATTATGAACCTATC Mgr
A4AS_6015094 | owm126 | Bradilg65140.2 | p1 ™ cGCTGTCTCGAGATTGEAGT 331 Klocova
Sh01g038160.1
050390297400 | ) - o AATGCATGATTTCACTAAT Mgr
4AS_6015094 | owm127 | Bradilg65140.2 | )~ 1pcaAGATACAGTTCCTGATCTTGE 251 Klocova
Sh01g038160.1
080390267300 | ) o p crraGaATGCGCGGTTA Mgr
AAS_5951951 | owml28 | Bradi1g67020.1 | 1~ GreTGGGAGCGACACCATTA 334 Klocové
Sh01g039980.1
050390203700 | ) s roaTACCAGAGCGTACAAT Mgr
AAS_5934571 | owm129 | Bradilg70920.1 | g1~ cCorTGATAAGAGGCCCTCAG 232 Klocova
Sh01043620.1
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Pokracovani Tab. II: Piehled specifickych markeru pro 4A chromosom, které poskytly

Mgr. Eva Kominkova a Mgr. Barbora Klocova.

. . Délka
Sekv . .
Lolfallgace Marker Geny ekvence primeru amplikonu Zdroj
ontig 5 -3 [bp]
Os03g0180400 | ., 45 saacccaTaTeararcacac Mgr.
A4AS_5944159 | owm160 | Bradilg72640.1 | p1 ™ pACAGTGGAGGGCTTTGCTA 251 Klocové
Sh01g045210.1
AAS 5934783 161 050390161800 F1_TTTTCAAGCAGGTTTTGTGC 317 Mar.
— owm Bradilg74360.1 | r) “rcacTTCTCTTCTTTGCGTTCA Klocova
Sh01g046360.1
AAL 7166434 162 050390736300 F1_TGTTCAAGGACAGCAAGACG 409 Mgr.
= owm Bradilg09460.1 | 11~ CATTTAGATGCTGTCATATTGCTTG Klocova
Sh01g008860.1 B
0s0390652100 | .\~ 1 1 GTATGCTTAGTCTTATTGTTGTTT Mar.
AAL_7157194 | owm163 | Bradilg13450.1 | p1CATTAGCGAGGTGCAGCGTA 365 Klocova
Sh01g013110.1 |
050390652100 F1 CTGGGCATGGCCAAAAAT M.
AAL_T157194 | owm164 | Bradilgl3450.1 | p1 = pGoccTTGGGCTGTGGAAG 350 Klocové
Sh01g013110.1 |
Os03g0684700 | ) 2 srracacecacTerroTac Mar.
4AL_7176697 | owm165 | Bradilg12280.1 R1 ACCACCTGCCAAGCTTCCTA 243 Klocova
Sh01g011780.1 |
050390684700 F1_ TGCTACCATGGTTCAGAATGA Mar.
AAL_7176697 | owm166 | Bradilgl2280.1 | g1 pGrrGACGARGCGGCCTTT 323 Klocova
Sho1g011780.1 |
AAL 7091911 | owmi6? 0s03g0145800 F1_TTTTCTTGGTCAGTATAACCTGTTTTT 283 Mar.
- ° Bradilg75360.1 | 11 1GAGCAGAGAAAAATTTCCAAG Klocova
Sh01g047180.1

Teplota nasednuti primera T, byla pro markery Owm32, Owm66, Owm70, Owm92 a Owm96 55°C. Pro ostatni
markery byla T, 60°C. Doba polymerace pro markery navrhuté Mgr. E. Kominkovou byla 30 sekund
a Mgr. B.Klocovou 60 sekund.

3.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (Mullis a kol., 1986) byla vyuzita k amplifikaci
pozadovanych fragmentii DNA a k mapovani navrhnutych markerti do dele¢nich bint fyzické
mapy 4A chromosomu. V kazdé¢ sadé reakci byly pouZity pozitivni kontroly: genomickd DNA
CS, 4AL specifickda DNA, 4AS specifickh DNA, DNA nulli-tetrasomickych N4AT4B
a N4AT4D linii. Jako negativni kontrola byla pouzita sterilni voda.

PCR reakce o objemu 15 pl obsahovala 1x PCR pufr (10mmol/l Thris-HCI,
1,5mmol/l chlorid hofe¢naty; SO0mmol/l chlorid draselny; 0,1% Triton X-100 pH 8,2),
0,2mmol/l z kazdého dinukleotidu dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas, Kanada),
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Ix barvivo Cresol Red (0,01% o-cresolsulfonephthalein, Sigma-Aldrich, USA; 1,5%
sacharosa, Lechema, CR), 0,04U/ul Taq polymerasu (Finzyme, Finsko), 1pmol/l F (forvard)
a lumol/l R (reverse) primer a templatovou DNA v rozmezi 20 pg az 3 ng. Tato standardni
reakéni smés byla rozsifena o lumol/l kazdého primeru interniho standardu umoziujici
ovéteni prubéhu PCR reakce.

PCR reakce byly provadény v termocyklérech PTC — 200 (MJ Research, USA)
a C1000™ (Bio-Rad, USA) za nasledujicich podminek: po&atetni denaturace 95°C 5 min,
40 cykli: denaturace 95°C 30 s, nasedani primeri T, 55 - 64°C 30 s, polymerace 72°C 60 s
a zavérecna polymerace 72°C 10 min (Tab. II). Optimalni teplota nasedani primert byla

ziskana gradientovou PCR s teplotami nasedani v rozmezi 55 - 65°C (Tab. IV).

3.6 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Produkty PCR reakci byly separovany v 4% nedenaturujicim polyakrylamidovém
gelu (PAA) o tloustce 1 mm ve vertikalnim uspotadani. Elektroforetickd separace probihala
v aparatufe C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific Company, Inc., USA). Pfed pfipravou PAA
gelu bylo sklo silanizovano 3 pl 3-methakryloxypropyl-trimethoxysilanem (Serva Fein
Biochemika, USA) v 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu. PAA gel obsahoval 4%
smés akrylamidu a N,N’- metylenbisakrylamidu v poméru 19:1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA), 0,73% N,N,N’,N’- tetramethylethylendiaminu (TEMED, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA), 0,7% peroxodisiranu amonného (Sigma-Aldrich, USA). Gel polymerizoval 30 min
pfi pokojové teploté. Elektroforéza probihala v 0,5x TBE pufru (5% TBE: 450mmol/l Tris-
HCI, Sigma; 450mmol/l kyselina borita, Lachner; 10mmol/l Na,EDTA*2H,0, Fluka). Gel
byl nejdiive saturovan 0,0003% ethidium bromidem (Top-Bio, s.r.o., CR) 90 min pii 300 V.
Po naneseni DNA vzorkd, probihala elektroforéza 30 min pti 350 V. DNA fragmenty, byly

vizualizovany pomoci dokumentacniho systému GeneSnap (SynGene, UK).

3.7 Zpracovani ziskanych dat
Vystupy z dokumenta¢niho systému GeneSnap (SynGene, UK) byly upraveny
v programu Adobe Photoshop CS5 verze 12.0 x 64 a hodnoceny manualné. Jednodussi

statistické vypocty byly provedeny v Microsoft Office Excel 2007.
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4 VYSLEDKY

4.1 ZvétSovani dele¢ni mapovaci populace

Charakterizace dele¢nich linii byla provedena pomoci navrhnutych markert
na distalni ¢asti ramen 4A chromosomu (Tab. I, Tab. IV), markerti v oblati lokusu QPm.tut-
4A genu a rovnomérné rozptylenych markerti na 4A chromosomu (Tab. II). Nejdiive byl
proveden skrining distalnimi markery Owm122 a Owm114 na 1 937 rostlinach F; generace
delecnich linii. Markerem Owm122 bylo vyselektovano 58 dele¢nich linii pro kratké rameno
4AS chromosomu, markerem Owml14 bylo vyselektovano 125 dele¢nich linii pro dlouhé
rameno 4AL chromosomu. 23 dele¢nich linii mélo delece na obou ramenech 4A
chromosomu. Vsech 206 delecnich linii bylo charakterizovano markery uvedenymi v (Tab. II
a Tab. IV) pro kratké a dlouhé rameno 4A chromosomu.

Vsechny testované markery na dele¢nich liniich byly vyhodnocovany jako
polymorfismus absence a prezence, tzv. PAV. K ovéfeni spravného pribéhu PCR reakce byl
do reakce pifidavan interni standard Gdm136. Nize jsou uvedeny piiklady vystupu
polyakrylamidové elektroforézy pro marker Owm114 identifikujici delece na dlouhém rameni

a marker Owm122 identifikujici delece na kratkém raneni 4A chromosomu (Obr. 13).
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Obr. 13: Elektroforetogramy 4% polyakrylamidovych geli pro STS markery Owm122

a Owm114 testované na F; generaci hemizygotnich dele¢nich linii.

A) Owm122 a B) Owm114. Ptiklady pouziti STS markert k identifikaci deleci na chromosomu 4A. Markerem
Owml22 byly identifikovany delece na kratkém rameni a markerem Owmll14 byly identifikovany delece
na dlouhém rameni 4A chromosomu. Kontroly v pravé Casti elektroforetogramu ovéfuji specificitu markeru
a konkrétni PCR reakce. CS — genomickda DNA z kultivaru Chinese Spring, dT4AL — 4AL specificka DNA,
dT4AS — 4AS specificka DNA, NAAT4B a NAATAD — DNA nulli-tetrasomickych linii a K — negativni kontrola.

Bilou Sipkou jsou vyznaceny linie s deleci na chromosomu 4A.

Udaje o poétu identifikovanych deleci na kratkém rameni 4AS a dlouhém rameni
4AL chromosomu jsou shrnuty v (Tab. III). V priméru 10,6 % rostlin z F; generace

po pouziti gametocidalniho systému ma deleci na 4A chromosomu.
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Tab. I11: Piehled udaji zahrnujici pocet semen, rostlin a deleci v testovaném souboru

linii pro chromosom 4A po pouZiti gametocidalniho systému.

Pivod Sl;(;:g; |’I())(;té|ei:1 Poj:ltei?s POSZ:;?L 4101\)80/21(2\L > deleci [%] deleci
deleci
4A.4B.2.X 105 85 4 13 2 19 18,10
4A.4B.3.X 141 119 3 6 3 12 8,51
4A.4B.4.X 146 112 6 7 1 14 9,59
4A.4B.5.X 122 73 3 6 0 7,38
4A.4B.6.X 72 67 0 5 0 6,94
4A.4B.7.X 42 34 2 1 2 11,90
4A.4B.8.X 104 65 2 5 0 6,73
4A.4B.9.X 124 102 5 5 0 10 8,06
4A.4B.10.X 92 56 0 3 0 3 3,26
4A.4B.11.X 98 60 0 2 1 3 3,06
4A.4B.12.X 187 133 2 11 0 13 6,95
4A.4B.13.X 155 114 2 6 1 9 5,81
4A.4B.14.X 157 128 4 9 0 13 8,28
4A.4B.15.X 55 45 1 6 0 7 12,73
> 4A.4B 1600 1193 34 85 10 129 8,06
4A.4D.2.X 26 20 0 0 1 1 3,85
4A.4D.3.X 110 76 4 4 10 18 16,36
4A.4D.4.X 17 7 0 0 0 0,00
4A.4D.5.X 198 103 3 4 1 4,04
4A.4D.6.X 35 22 1 2 0 8,57
4A.4D.7.X 107 54 0 2 0 1,87
4A.4D.9.X 188 108 4 5 1 10 5,32
4A.4D.10.X 81 70 1 3 0 4,94
4A.4D.11.X 56 30 0 0 0 0,00
4A.4D.12.X 46 39 1 3 0 8,70
4A.4D.13.X 120 91 7 5 0 12 10,00
4A.4D.14.X 78 73 3 10 0 13 16,67
4A.4D.15.X 94 51 0 2 0 2 2,13
> 4A.4D 1156 744 24 40 13 77 6,66
3 2756 1937 58 125 23 206 10,6

Pro ptehlednost je NAAT4B a N4AT4D zkraceno na 4A.4B. a 4A.4D. V tabulce jsou uvedeny celkové hodnoty
oznaceny symbolem ). 4AS/4AL znamena, Ze byly identifikovany delece na kratkém a zaroven i na dlouhém

rameni 4A chromosomu. V tabulce jsou uvedeny procentudlni hodnoty deleci pro jednotlivé linie F; generace.
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4.2 Vyvoj a ukotveni markeri na 4A chromosom pSenice

Za ucelem selekce F; delecnich linii pro chromosom 4A, bylo potieba navrhnout
chromosom specifické markery (Tab. I). Markery byly navrhnuty podle vySe popsané
metodiky (kap. 3.4) a testovany na kontrolnich vzorcich DNA (kap. 3.1) pomoci gradientové
polymerazové ftetézové reakce (kap. 3.5) a elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
(kap. 3.6).

Aby STS markery mohly byt pouzity k charakterizaci dele¢niho materidlu, musely
vykazovat uspé$nou amplifikaci s internim standardem Gdm136, spolehlivé skorovani
a reprodukovatelnost. Bylo navrhnuto 7 part primeri na distalni ¢ast kratkého ramena 4A
chromosomu a 11 pard primert na distdlni ¢ast dlouhého ramena 4A chromosomu.
Pro charakterizaci dele¢nich linii bylo celkem pouzito 9 navrhnutych marker, z toho
4 na kratké rameno a 5 na dlouhé rameno 4A chromosomu (Tab. IV). Markery, které nebyly
vhodné k charakterizaci delecniho materidlu diky Spatné amplifikaci s internim standardem
Gdm136 nebo nespecifi¢nosti pro 4A chromosom, byly vytazeny (Tab. V).

Validované markery byly pojmenovany Owm114 az Owm118 pro dlouhé rameno 4A
chromosomu a Owm122 az Owm125 pro kratké rameno 4A chromosomu (Obr. 14 a 15).
Pro ovéteni spravné funkce PCR reakce a specificity pouzitého markeru bylo pouZzito 5 DNA
pozitivnich kontrol: CS, dT4AL®S, dT4AS®S, N4AT4B a N4AT4D pochazejici z pSenice

kultivaru Chinese Spring. V negativni kontrole byla DNA nahrazena sterilni vodou.
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Obr. 14: Elektroforetogramy 4% polyakrylamidovych geli pro STS markery Owm122,

Owm123, Owm124 a Owm125 testované na kontrolnich DNA.
A) Owm122, B) Owm124, C) Owm125 a D) Owm123. Markery pro kratké rameno 4A chromosomu testované

Gdm136 100 bp

na kontrolnich DNA za pouziti interniho standardu Gdm136. CS - genomicka DNA kultivaru Chinese Spring,
dT4AL - 4AL specificki DNA, dT4AS - 4AS specificki DNA, N4AT4B a N4AT4D - DNA nulli-

tetrasomickych linii, K - negativni kontrola.
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Obr. 15: Elektroforetogramy 4% polyakrylamidovych gela pro STS markery Owm114,

Owm115, Owm116, Owm117 a Owm118 testované na kontrolnich DNA.
A) Owmll4, B) Owmll5, C) Owmll6, D) Owmll7 a E) Owmll8. Markery pro dlouhé rameno 4A

chromosomu testované na kontrolnich DNA za pouziti interniho standardu Gdm136. CS - genomicka DNA

kultivaru Chinese Spring, dT4AL - 4AL specificka DNA, dT4AS - 4AS specificka DNA, N4AAT4B a N4AT4D -

DNA nulli-tetrasomickych linii, K - negativni kontrola.

Souhrn vSech navrhnutych markeri na distalni ¢asti dlouhého a kratkého ramena 4A
chromosomu je uveden v (Tab. IV). Sedou barvou jsou vyznaeny markery, které byly
pouzity k identifikaci deleci na distalnich Castech 4A chromosomu. V poznamkach (Tab. IV)

je uvedeno, pro¢ byl dany marker vytfazen z databaze a nebyl pouzit.
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Tab. IV: Vysledky testovani navrhnutych STS markeri s internim standardem Gdm136.

(markery pouzité k charakterizaci dele¢niho materialu jsou vyznaceny Sed¢)

4AL_7169R62_R1

Dé_lka Teplota PCR
Nazev primeru Marker | amplikonu | nasednuti Poznamka
[bp] T. [°C] produkt

i’:g:ggggigg:gji Owm122 258 64 ANO, silny Detekce 4AS distalnich deleci
i’:g:gg;gggg:gji Owm123 228 57 ANO, silny Detekce 4AS distalnich deleci
sepmmal | [ | A9 | e o
i’:g:ggg;ggg:gji Owm124 260 64 ANO, silny Detekce 4AS distalnich deleci
iﬁg:ggggggg:;]i - 221 55 - 65 ANO, silny VEtsi pocet bandd, vyfazeno
222:23323;8:% - 204 55-65 ANO, silny VEtsi pocet bandi, vyfazeno
222:288332;:}2]]: Owm125 218 64 ANO, silny Detekce 4AS distalnich deleci
jﬁt:;ggjgg:gi - 204 55-65 ANO, slaby VEtsi pocet bandi, vyfazeno
jﬁt:;;ﬁgggg:gji Owm118 220 62 ANO, silny Detekce 4AL distalnich deleci
jﬁt:;iggg;g:gji Owm117 236 62 ANO, slaby Detekce 4AL distalnich deleci
jﬁt:;gg;igg:gji Owm116 249 59 ANO, silny Detekce 4AL distalnich deleci
jﬁt:;gg;igg:gg - 268 55-65 ANO, silny Spatna reprodukovatelnost, vyfazeno
22t:;]1_;i'§2§:£1 Owm115 249 64 ANO, silny Detekce 4AL distalnich deleci
22'[:;5%323:52 - 268 55-65 ANO, silny VEtsi pocet bandi, vyfazeno
22'[:;832533:51 - 262 55-65 ANO, silny VEtsi pocet bandi, vyfazeno
jﬁll____77117777§:%77:£1 - 244 55 -65 ANO, silny VéEtsi pocet bandi, vyfazeno
jﬁt:;g;gi’;:gg - 246 55 -65 ANO, slaby Vétsi pocet bandi, vyfazeno
4AL_7169252 FL Owm114 244 64 ANO, silny Detekce 4AL distalnich deleci

Navrhnut¢ markery Owml11l4 az Owmll8 a Owml22 az Owml25 spolecné

s markery, které poskytly Mgr. Eva Kominkovd a Mgr. Barbora Klocova (Tab. II), byly

verifikovany mapovanim na delec¢ni mapu 4A chromosomu (Obr. 16), (Miftahudin a kol.,

2004). K mapovani markerti byla pouzita DNA z patnacti dele¢nich linii pro 4A chromosom

(Endo a Gill, 1996). Mapované markery byly nasledné pouzity k charakterizaci novych

deleénich linii.
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Obr. 16: Elektroforetogramy 4% polyakrylamidovych geli pro STS markery Owm129,

Owm126, Owm117 a Owm167 mapované do dele¢nich binii 4A chromosomu.

A) Owm129, B) Owml126, C) Owml1l7 a D) Owml67. Ptiklady vybranych markerd testovanych na DNA
z dele¢nich linii pro 4 biny na kratkém rameni 4AS-1 az 4AS-4 a 11 binti 4AL-1 az 4AL-14 na dlouhém rameni
4A chromosomu s internim standardem Gdm136. Kontrolni DNA: CS - genomickd DNA kultivaru Chinese
Spring, dT4AL - 4AL specificka DNA, dT4AS - 4AS specificki DNA, N4AAT4B a N4AT4D - DNA nulli-
tetrasomickych linii, 4A monos — 4A monosomicka linie, K - negativni kontrola. Tuéné jsou vyznaceny biny,

ve kterych jsou lokalizovany markery Owm126 a Owm167 pouzité pro test linii z gametocidalniho systému.
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Do binu 4AS_2+3 byly mapovany markery Owm122, Owm123, Owm124, Owm125,
Owm161, Owm160 a Owm129. Do binu 4AS_ 4 byl mapovan marker Owm128, do binu
4AS_1 byly mapovany markery Owm127 a Owm128. Do telomerického binu 4AL 6 byla
mapovana vétsina markerd. Jde o markery Owm114, Owm115, Owm116, Owm117, Owm118,
Owma32 a markery Owm92, Owm70, Owm89, Owm86, Owm66, Owm81 a Owm76, které jsou
z lokusu QPm.tut-4A genu. Do binu 4AL_2+9 byl mapovan marker Owm167. Do binu
AAL_13 byly mapovany markery Owm11l9, Owml163, Owml65 a Owml66.
Do centromerického binu 4AL C byly mapovany markery Owm120, Owm121 a Owm162.

Pomoci testu markeri (Tab. II a Tab. IV) na vyselektovanych F; dele¢nich liniich
bylo zjisténo, ze pouze v telomerickém binu 4AL 6 dlouhého ramene 4A chromosomu
(62 novych delecnich liniich) mohlo dojit az k 7x zvySeni rozliSovaci schopnosti na fyzické
bin mapé 4A chromosomu. K vys$si rozliSovaci schopnosti na fyzické bin mapé ptispély

markery Owm114, Owm118, Owm92, owm86, Owm66, Owm81 a Owm76 (Obr. 17, Tab. V).

Tab. V: Nové dele¢ni linie mezi markery Owm114, Owm118, Owm92, Owm86, Owm66,

Owm81 a Owm76 v telomerickém binu 4AL chromosomu.

Marker-marker Pocet deleci | Pocet deleci | Pocet deleci
N4AT4B N4AT4D celkem

Owm114-Owm118 10 3 13
Owm118-Owm92 0 4 4
Owm92-Owms86 2 0 2
Owm86-Owm66 3 2 5
Owm66-Owms1 20 3 23
Owm81-Owm76 4 11 15

Mezi testovanym markerem Owml1l4 a Owmll8 bylo identifikovano celkem
13 deleci, mezi markerem Owm118 a Owm92 byly identifikovany 4 delece, mezi markerem
Owm92 a Owm86 byly identifikovany 2 delece, mezi markerem Owm86 a Owm66 bylo
identifikovano 5 deleci, mezi markerem Owm66 a Owm81 bylo identifikovano 23 deleci
a mezi markerem Owm81 a Owm76 bylo identifikovano 15 deleci na distalni ¢asti dlouhého
ramene 4A chromosomu. Téchto sedm markerd (Tab. V) testovanych na F; generaci
delecnich linii zptsobilo rozdéleni telomerického binu 4AL 6 dlouhého ramene 4A

chromosomu na dal$ich $est bini na fyzické bin map€ 4A chromosomu (Obr. 17, Obr. 18).
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Pro bin 4AS 2+3 bylo identifikovano 30 dele¢nich linii nesoucich delece na kratkém
rameni 4AS chromosomu, pro bin 4AS 1 bylo identifikovano 28 dele¢nich linii nesoucich
delece na kratkém rameni 4AS chromosomu. Pro centromericky bin 4AL C bylo
identifikovano 44 delecnich linii nesoucich delece na dlouhém rameni 4AL chromosomu
a pro bin 4AL_13 bylo identifikovano 19 dele¢nich linii nesoucich delece na dlouhém rameni
4AL chromosomu. 23 delec¢nich linii neslo delece pro kratké a zarovei i pro dlouhé rameno
4A chromosomu (Obr. 17). Nova populace o velikosti 206 dele¢nich linii mohla by pfispét

vice nez 25x k vyS§imu rozliSeni na fyzické bin mapé 4A chromosomu.
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Obr. 17: Fyzicka bin mapa 4A chromosomu znazornujici rozpad telomerického binu

4AL_6 pomoci markeria Owm114, Owm118, Owm92, Owm86, Owm66, Owm81 a Owm76.

Schématicky znazornéna fyzicka bin mapa pro 4A chromosom dle (Miftahudin a kol., 2004). 4A chromosom je
rozdélen na biny, do kterych byly mapovany markery. Pouze u markerd Owm76 — Owm114 je potfadi podpoieno
rekombina¢ni mapou. Pofadi ostatnich markerl v ramci bind odpovida GenomeZipperu. Cisla v jednotlivych
binech poukazuji na poéet novych deleénich linii. Sipkou je znazornén telomericky bin 4AL_6, ktery se rozpadl
na Sest bin. Na pravé strané fyzické bin mapy 4A chromosomu jsou uvedeny frakéni délky bint v % délky

ramene (Endo T. R., nepublikovano). 23 novych dele¢nich linii nesouci delece na obou ramenech 4A

chromosomu nejsou zahrnuty.
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Obr. 18: Nové dele¢nich linie v telomerickém binu 4AL_6 na dlouhém rameni 4A

chromosomu.

Rozpad telomerického binu 4AL 6 na dal$ich Sest bintt pomoci markert Owm114 - Owm76 a 62 novych F;
delecnich linii. Jednotlivé linie jsou uvedeny v pravé ¢asti obrazku. V horni ¢asti obrazku jsou sefazeny markery
podle GenomeZipperu. (0 v ¢erveném poli - ptitomnost delece, 1 v bilém poli - nedoslo ke zlomu na 4AL
chromosomu po testovani pfislusnym markerem, pomlcka - neprobéhla PCR reakce). U linii 4A.4D.6.3,
4A.4B.12.17, 4A.4D.3.37, 4A.4D.14.43, 4A4B.12.11 a 4A.4B.2.52 doslo k tfikrat zlomeni na 4AL dlouhém
rameni 4A chromosomu.
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Béhem vegetace testovanych rostlin bylo zjiSténo, Ze delecni linie vykazuji
signifikantni rozdily ve tvaru klasu. Za timto ucelem byla sestavena fenotypova stupnice klast
(Obr. 19) na zakladé tvaru, délky a osinatosti klasti podle klasifikatoru (Konvalina a kol.,
2012).
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Obr. 19: Fenotypova stupnice klasi pro F; generaci novych dele¢nich linii ovlivnénych

gametocidalnim systémem pro 4A chromosom.

Fenotypova stupnice klasti pro F; generaci dele¢nich linii pSenice T. aestivum kultivaru Chinese Spring. Byla
setavena stupnice fenotypt klasu, ve které byly zahrnuty tfi parametry, a to tvar klasu (vétveny, vietenovity,
speltoidni, hranolovity, kyjovity a vej¢ity), délka klasu (kratky, dlouhy a stfedni) a pfitomnost osin (bezosinny
a osinaty). Fenotypova stupnice ma Skalu 1 az 13, kdy ¢isla bez popiskt identifikuji klasy, které tvofi prechodné
tvary klast. Posledni klas je standardni — pSenice Triticum astivum kultivar Chinese Spring, z které byly

ptipraveny dele¢ni linie.
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5 DISKUZE

Klonovani genti u pSenice je diky velikosti a komplexnosti pSeni¢ného genomu stéle
vyzvou a nedostatek markera pro dulezité geny je hlavni ptekazkou vyuziti MAS ve Slechténi.
Klonovani genil u pSennice stale trva i vice nez deset let. Ziskani referencni sekvence celého
pSeni¢ného genomu je ocekavanym milnikem pro objasnéni funkce mnoha dulezitych gent
a metabolickych drah a jejich vyuziti ve §lechténi, obdobné€ jak je tomu u ryze. Kde publikace
referen¢ni sekvence v 2002 (Goff a kol., 2002, Yu a kol., 2002) zkratilo pozi¢ni klonovani
genll na 6 mésict az jeden rok. V porovnani s ryzi je genom pSenice vice nez 40 krat veétsi
a vyrazn¢ komplexnéjsi. Rozdélenim genomu pSenice na jednotlivé chromosomy nebo jejich
ramena se cely proces vyrazné zjednodusuje a umoziuje rozd¢lit praci mezi rizné laboratoie
(www.wheatgenome.org). Laboratoi (UEB, Olomouc) je odpovédna za ziskani sekvence
chromosmu 4A. Prvni dva zakladni kroky k ziskani sekvence tohoto chromosomu jiz byly
udélany a to konstrukce chromosomove specifickych knihoven a fyzické mapy. Pro ukotveni
kontigh fyzické mapy je potieba dostatek molekularnich markerti se zndmym potadim.
Nejspolehlivéjsi jsou fyzické mapy, avSak vétSinou nemaji dostatééné rozliSeni nebo jsou
narocné na piipravu. Mapovani na delecnich liniich je atraktivni, protoze jejich pfiprava je
relativné jednoduchd, i kdyz Casové naro¢nd. RozliSeni neni ni¢im limitovano na rozdil
od cytogentickych map, kde je rozliSeni zavislé na spiralizaci chromatinu a limitacich
optickych mikroskopti nebo rekombina¢nich map, kde rekombinacni frekvence neni
rovnomérna po chromosomu. Dele¢ni mapy byly s uspéchem pouZity na mapovani EST
a genu napiiklad u rajcete (Lycopersicon esculentum Mill.) v distalnich euchromatickych
oblastech chromosomu (Van der Hoeven a kol., 2002), na mapovani genil u ryZze (Wu a kol.,
2002) nebo genii u kukufice (Davis a kol., 1999). Dele¢ni mapa s nejvétsim poctem markeri
byla konstruovana vyuzitim EST jako hybridiza¢nich sond (Qi a kol., 2004) na 21 nulli-
tetrasomickych (Sears, 1966), 24 ditelosomickych (Sears a Sears, 1978) a 101 dele¢nich
liniich (Endo, 1990) ziskanych pomoci gametocidalniho systémemu. RozliSovaci schopnost
fyzické bin mapy zavisi na poctu delecnich bini. I kdyZ bylo mapovano 786 EST, dele¢ni
mapa pro 4A chromosomu ma pouze 9 delecnich bind a 12 dele¢nich linii (Miftahudin a kol.,
2004). Takovéto rozliseni, ale neni dostate¢né pro ukotveni 250 a 924 kontigt 4AS a 4AL
fyzické mapy (Klocova, B. osobni sdéleni). ZvétSeni poctu deleCnich linii, a tim 1 rozliSeni
dele¢ni mapy je dilezitym krokem k spolehlivému ukotveni kontigh fyzické mapy tohoto

chromosomul.
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5.1 Zvétsovani dele¢ni mapovaci populace

Experimentalni ¢ast diplomové prace je vénovana fyzickému bin mapovani s cilem
zvétsit rozliSovaci schopnost fyzické bin mapy 4A chromosomu navySenim poctu dele¢nich
linii. V této praci byla pouzita F; generace 4A hemizygotnich dele¢nich linii vychazejicich
z kiizeni linii kultivaru Chinese Spring ovlinéné gametocidalnim systémem s nulli-
tetrasomickymi liniemi NAAT4B a N4AT4D. Z 2 756 F; semen vyrostlo 1 937 rostlin, co je
70 % rostlin. Snizena fertilita semen ovlivnénych gamatocidalnim lokusem byla o¢ekavana,
protoze obdobné pozorovani ucinil Endo a Gill (1996). Z téchto 1 937 rostlin mélo 2,99 %
(58) deleci na kratkém ramani a 6,4 % (125) na dlouhém rameni. 1,2 % (23) rostlin mélo
deleci na kratkém i dlouhém rameni zaroven. Celkové 10,6 % (206) rostlin mélo deleci
alespon na jednom rameni chromosomu 4A. Tato frekvence je neocekavané vyssi v porovnani
s praci Endo a Gill (1996). Endo a Gill (1996) ziskali 2,5 % rostlin s deleci na chromosomu
4A, coz je 4x niz8i Géinnost v porovnani S touto studii. Tato rozdilna ucinnost muze byt
dasledek vylepSeni gametocidalniho systému (Endo, osobni sdéleni). 206 dele¢nich linii
ziskanych v této studii by mohlo zvétsit rozliSovaci schopnost na fyzické mapé o vice nez 25x

v porovnani s EST dele¢ni mapou chromosmu 4A (Miftahudin a kol., 2004).

5.2 Vyvoj a ukotveni markerti na 4A chromosom pS$enice

Endo a Gill (1996) zjistili, ze pomoci adicniho chromosomu pochazejiciho z blizce
ptibuzného druhu psenice napiiklad Aegilops cylindrica Host (2n = 28, CCDD), Aegilops.
triumcialis L. (2n = 28, UUCC) nebo Aegilops speltoides Tausch (2n = 14, SS) dochazi
ke chromosomovym zlomim v gametach u pSenice. Cameron a Moav (1957) pozorovali
u Nicotiana tabacum L. euploidni pyl, ktery pfinasi adi¢ni chromosom z divokého druhu,
ktery vyvolava aborci mikrospor a Rick (1966) studoval eliminator gamet u rajéete. Tyto
eliminace a delece umoznuji zalozit delecni materidl pro mapovani geni a lokust
agronomickych vlastnosti. Dele¢ni mapovani v porovnani s alternativnim radia¢nim
telomerni struktury (Werner a kol., 1992). Diky vzniku telomerni struktury nedochézi k fizim
s dalsimi fragmenty DNA a lze tak pfesnéji urcit poradi markerd a genti na fyzické mapé.
Markery pro delecni mapovani nemusi vykazovat polymorfismus alel, protoze jsou
hodnoceny jako polymorfismus absence a prezence. Pro spolehlivé ur€eni absence je nutné

do testovani zatadit interni standard, ktery umozni ovéfit spravny prabéh PCR reakce.
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Za ucelem navyseni rozliseni na fyzické bin mapé 4A chromosomu pomoci navyseni
po¢tu binti a delecnich linii byly navrhnuty markery na distalni ¢asti 4A chromosomu
vychazejici z GenomeZiperu (IWGSC, 2014), ktery predstavuje virtualni uspotadani
genovych sekvenci pro 4A chromosom na zéklad¢ syntenie genil s blizce piibuznymi druhy
pSenice. Z 18 navrzenych pard primeru (Tab. IV) byla polovina vhodna k charakterizaci
dele¢nich linii. Pro kratké rameno 4A chromosomu byly pouzity ¢tyfi markery Owm122 -
Owm124. Pro dlouhé rameno 4A chromosomu bylo pouzito pét markerd Owm114 - Owm118.
Tyto navrhnuté markery vykazovaly specifitu pro 4A chromosom, uspéSnou amplifikaci
s internim standardem Gdm136, spolehlivé skoérovani a reprodukovatelnost (Obr. 14 a 15).
Pro charakterizaci dele¢niho materialu bylo navic vybrano 9 markerti navrhnutych Mgr. Evou
Kominkovou do oblasti lokusu QPm.tut-4A genu. Dale bylo vybrano 15 markerd rovhomérné
rozptylenych na 4A chromosomu navrhnutych Mgr. Barborou Klocovou.

Celkem 33 STS markerd bylo nejprve mapovano na 15 deleénich liniich z puvodni
mapovaci populace (Endo a Gill, 1996) z toho ctyii (4AS 1, 4AS 4, 4AS 2 a 4AS 3)
rozdé€lujici kratké rameno na 3 biny a jedenact (4AL 6, 4AL 14, 4AL 1, 4AL 4, 4AL 2,
4AL_9, 4AL_7, 4AL_5, 4AL_11, 4AL_10 a 4AL _13) rozdélujici dlouhé rameno na 9 bind.
Pomoci skriningu mapovaci populace (206 dele¢nich linii) bylo vyselektovano pro bin
4AS_2+3 (30) a pro bin 4AS_1 (28) novych dele¢nich linii. Do centromerického binu 4AL C
bylo vyselektovano (44), pro bin 4AL_13 (19) a pro bin 4AL_6 (62) novych dele¢nich linii.
23 novych delecnich linii neslo deletované oba dva konce 4A chromosomu a nejsou z diivodu
ruznych délek deleci zahrnuty v Zadném binu. Diky nizké hustoté molekuldrnich markert
V4AS 2+3 a 4AS 1 nedoslo k rozdéleni binii na dalSi biny. Na dlouhém rameni 4AL
chromosomu v oblasti bintt 4AL 10 — 4AL_14 z divodu absence markerti a malé frakéni
délky bint nedoslo také k identifikaci chromosomalnich zlomt v této oblasti. Jak pro 4AS
rameno, tak i pro 4AL rameno bude potieba v navazujici studii navrhnout dalsi specifické
markery za uUelem zvétsit rozliSovaci schopnost pozadovanych oblasti 4A chromosomu
na fyzické bin mapé napiiklad v oblasti mezi centromerou a distdlnim koncem dlouhého
ramena 4A chromosomu.

Pouze v disalnim binu na dlouhém rameni 4A chromosomu 4AL 6 pomoci markerd
Owm76, Owm8l, Owm66, Owm86, Owm92, Owmll8 a Owmll4 bylo identifikovano
62 dele¢nich linii a 6 novych bini (Obr. 17), mezi kterymi byla rozliSovaci schopnost
zvétSena 7x. Teoreticky by pfidanim dostate¢ného poctu markeri mohlo byt identifikovanych

az 62 novych bint (Obr. 18).
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Pro srovnani Gadaleta a kol. (2014) testovali 961 SNP markert pro 5A chromosom
na 12 dele¢nich liniich z toho ¢tyfi (CSAS 1, SAS 3, 5SAS 6 a 5AS 9) rozdélujici kratké
rameno na 5 bini a osm (SAL 1, SAL 12, 5AL 5, SAL 4, SAL 8, 5AL 15, 5AL 17
a SAL 7) rozdé€lujici dlouhé rameno na 9 binl. Nejvétsi hustota SNP byla na kratkém rameni
5A chromosomu v distalnim binu 5SAS_3 (157 SNP) a na dlouhém rameni 5A chromosomu
v binu 5AL_5 (485 SNP) a v distalnim binu 5AL_7 (157 SNP). Integrace fyzické mapy 5A
chromosomu s vysokohustotni genetickou mapou vedlo k identifikaci chromosomalnich
regiont zahrnujicich klastr QTL (Quantitative Trait Loci) pro vynos. Gadalata a kol. (2014)
detekovali klastr QTL pro vynos v chromosomovém segmentu 23,5 ¢cM zahrnujiciho 111
markeri umisténych v sub-telomerické oblasti SA chromosomu v binu SAL_15 —0.67-0.78.

V této studii stalo za povSimnuti, ze F; generace hemizygotnich dele¢nich linii
pro 4A chromosom vytvarela atypickou morfologii klasu. Na morfologii klasu se podili hlavni
domestikacni gen Q, ktery byl zamapovan na dlouhé rameno 5AL chromosomu (Faris a Gill,
2002). Zhang a kol. (2011) zamapovali recesivni lokusy tohoto genu potlacuji speltoidni
fenotyp na homeolognich chromosomech 5SBL a 5DL. Dale ovliviiuje morfologii a vyvoj
klasu gen C na 2DL chromosomu (Johnson a kol., 2007), gen S-D1 na 3DL chromosomu
(Rao, 1977), geny Ppd-1 na homeolognich chromosomech skupiny 2 (Sears, 1947; Pugsley,
1966; Worland, 1996) a lokusy na 1B, 4A, 5A, 6A a 7A chromosomu (Jantasuriyarat a kol.,
2004). Delece na téchto chromosomech muizou piispivat k morfologické variabilité klas.
Na zaklad¢ téchto studii byl lokus/lokusy ovliviujici fenotyp klasu lokalizovany také na 4A
chromosomu. Avsak pro ptesnéj$i mapovani do nékterého z bini bude potieba vycistit
genetické pozadi od vlivu deleci na ostatnich chromosomech pouzitim zpétného kiiZeni.
Za timto ucelem byla vytvoiena fenotypova stupnice morfologie klasti (Obr. 19) zahrnujici tfi
parametry (tvar, délku a osinatost), ktera v navazujicich studiich umozni mapovat

lokus/lokusy ovlivijici tvar klasu.
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6 ZAVER

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo sepsat literarni reSer$i zaméfenou
na téma dele¢ni mapovani 4A chromosomu u pSenice. Teoreticka ¢ast se zabyva komplexitou
pSeni¢ného genomu, konstrukci chromosmomové specifické fyzické mapy s moznosti
integrace s dele¢ni mapou. Hlavni diraz byl vénovan deleénimu mapovani na liniich
ziskanych gametocidalnim systémem. Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo zvétsit
rozliSovaci schopnost existujici delecni fyzické mapy 4A chromosomu. Vétsi rozliSeni bylo
dosazeno navysSenim fyzicky definovanych intervalt ,,bini* pomoci nové populace delecnich
linii pSenice seté Triticum aestivum kultivaru Chinese Spring.

Ktizené F; linie z gametocidalniho systému pro 4A chromosom z Triticum aestivum
kultivaru Chinese Spring s nulli-tetrasomickou linii N4AT4B nebo N4AT4D byly vytvoteny
F1 hemizygotni deleéni linie. Z2 756 F; linii bylo dopéstovano a testovano 1 937 rostlin.
Rostliny byly testovany dvojici STS markera (Owm122, Owm114) a bylo vyselektovano
206 novych dele¢nich linii pro chromosom 4A. Pro kratké rameno 4A chromosomu bylo
ziskano 58 dele¢nich linii, pro dlouhé rameno 125 dele¢nich linii a 23 delec¢nich linii mélo
deleci pro kratké i dlouhé rameno zaroven.

Plivodni delecni mapovaci populace pouzita pro konstrukci EST dele¢ni mapy 4A
chromosomu s 12 delecemi a 9 biny byla rozsifena o 229 novych deleci. Toto umoziuje
zvéEtsit rozliSeni mapovaci populace o vice nez 25x. Prikladem je telomericky bin 4AL_6,
ktery se pomoci 7 STS markerd (Owml1l4, Owm118, Owm92, owm86, Owm66, Owm81l
a Owm76) a 62 novych deleénich linii rozpadl na 6 novych bini a ptidanim dal$ich markerd
to muze byt I jeSte vic. Tato mapovaci populace bude pouzita na ukotvovani 4A specifické

fyzické mapy a to hlavné v centromerickych a pericenromerickych oblastech.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

4AL

4A monos
4AS
BAC

bp
cDNA
cM

cR

CS
DNA
ddNTP
dsDNA
dT4AL
dT4AS
EDTA
EST
FISH
FPC
Gbp
IHGSC
IRWI
IWGSC
kb

rad
LTC
LTR
MAS
MDA
MTP

n
N4AT4B
N4AT4D
NCBI
NSF

dlouhé rameno pseni¢ného chromosomu 4 z genomu A

4A monosomicka linie, monosomicky 4A chromosom

kratké rameno pSeni¢éného chromosomu 4 z genomu A

umély bakterialni chromosom (Bacterial Artificial Chromosome)
pocet paru bazi (base pairs)

komplementarni DNA (complementary DNA)

centimorgan, jednotka genetické vzdalenosti na genetické mapé
centiray, jednotka genetické vzdalenosti na radiacni mapé

Triticum aestivum kultivar Chinese Spring

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dideoxyribonukleotidovy trifosfat (dideoxyribonucleotide triphosphate)
dvouvlaknova DNA (double stranded DNA)

ditelosomicka linie dlouhého ramene 4A chromosomu
ditelosomicka linie kratkého ramene 4A chromosomu

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
usek exprimované sekvence, odvozeny od mRNA (Expressed Sequence Tags)
fluorescencni in situ hybridizace (Fluorescent In Situ Hybridisation)
program pro sestaveni kontigti (FingerPrint Contigs)

giga baze (giga base)

International Human Genome Sequencing Consortium

International Research Initiative for Wheat Improvement
Internation wheat genome sequencing consortium

kilo baze (kilo base)

jednotka y-zareni

program pro sestaveni kontigi (LinearTopological Contig)
dlouhé koncové repetice (Long Terminal Repeats)

selekce zprostfedkovana markerem (Marker Assisted Selection)
celogenomova amplifikace (Multiple Displacement Amplification)
minimalni sestava klonti pro sekvenovani (MinimalTilling Path)
haploidni pocet chromosomi

nulli-tetrasomicka linie, 4A chromosom nahrazen 4B chromosomem
nulli-tetrasomicka linie, 4A chromosom nahrazen 4D chromosomem
National Center for Biotechnology Information

the National Science Foundation
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PAA
PAV
PCR
QTL
RFLP

rDNA
RH
RNA
SNP
ssp.
SSR
STS

TBE
WAG

polyakrylamid

polymorfismus absence/prezence (Presence Absence Variation Polymorphism)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

lokus kvantitativniho znaku (Quantitative Trait Locus)

polymorfismus délky restrikénich fragmentd (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

ribosomalni DNA

radiacni hybridni

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymorphism)

poddruh (subspecies)

mikrosatelit (Simple Sequence Repeat)

kratka jedine¢na sekvence (Sequence Tagged Site)

teplota nasednuti primetti (Annealing temperature)

Thris/Borate/EDTA pufr

celogenomové profilovani (Whole Genome Profiling)
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