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SOUHRN

Predkladand diplomova prace se zaméfuje na analyzu genomid picnich a
travnikovych trav pomoci SNP markerd. Travy rodu kosttava (Festuca spp.) a jilek
(Lolium ssp.) z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) patfi mezi agronomicky vyznamné
druhy. Vyuzivaji se jako kvalitni krmivo pro hospodaiska zvifata, k okrasnym,
rekreanim, sportovnim a krajinnym ucelim. Kostfavy jsou zadané pro jejich toleranci
vuci abiotickym a biotickym strestim a jilky pro jejich vynos, rychlost ristu a nutri¢ni
charakteristiky. V poslednich &tyficeti letech byla vytvofena cela fada odrid
mezirodovych kiizencii kosttav a jilkl, tzv. Festulolium, které ¢asto nesou agronomicky
vyhodné vlastnosti obou rodicovskych druhti. Piestoze jsou tito kiiZenci Siroce uzivani
V picninafstvi a travnikarstvi, struktura jejich genomu zistava casto zcela neznama.

V ramci této prace bylo cilem odvodit 70 SNPs (s polymorfismem mezi kostfavou
a jilkem) rovnomérné rozloZzenych na kazdém ze sedmi chromozémi. Pro ucely
detekce byly testovany metody HRM (High Resolution Melting) a SBE (Single Base
Extesion). Metoda HRM se ukazala byt nevhodna pro identifikaci genomd obou rodu,
jelikoz nebyla schopna spolehlivé detekovat druhové specifické SNPs. Naproti tomu
metoda SBE se ukdazala jako vhodna pro identifikaci mezirodovych kiiZzencli Festuca x
Lolium. Pro masivnéjsi vyuziti této metody by bylo ale tieba ziskat vice funkénich

SNPs markeru.



SUMMARY

This MSc. thesis is focused on the analysis of genomes of forage and turf grasses
of Festuca-Lolium complex using SNP markers. Fescues (Festuca spp.) and ryegrasses
(Lolium spp.) are agronomically important grass species from Poaceae family. They
provide high-quality fodder and are also widely used for ornamental, recreational, sports
and landscape purposes. Ryegrasses are dominant grass species in temperate zone
because of their agronomical attributes such as high yield, good re-grow, high nutrient
content and excellent turf characteristics. However, ryegrass species are susceptible to
abiotic stresses such as summer drought and winter freezing. On the other hand, fescues
are well known for their tolerance to abiotic and biotic stresses. Such complementary
characteristics resulted in the effort to combine these species by intergeneric
hybridization. Nowadays, over fourty hybrid cultivars (called Festulolium) were
developed and released. Despite of the popularity of such hybrids, structure of their
genomes usually remains unknown.

The aim of this work was identification of 70 SNPs (with polymorphisms between
Festuca and Lolium), evenly distributed over all seven chromosomes. Methods of HRM
(High Resolution Melting) and SBE (Single Base Extesion) were tested for the ability to
detect these SNPs. Use of HRM method was completely unsuccessful because of the
unavailability to detect species-specific SNPs. On contrary, SBE method proved to be
suitable for identification and SNPs and thus, it could be used for analysis of genome
structure of intergeneric Festuca x Lolium hybrids. However, it would be necessary to

obtain more functional SNPs markers for the massive use of this method.
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1. UVOD

Diplomova prace na téma ,,Analyza genomu picnich a travnikovych trav pomoci
DArT markeri“ byla feSena vramci grantového projektu Narodni agentury
pro zemedélsky vyzkum (NAZV) QH71267 ,Vyvoj a vyuziti DNA cipit DArT
pro §lechténi novych odriid Festulolium* (Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i.
v Olomouci) a jejim dlouhodobym cilem bylo pfispét ke zjednoduSeni a zrychleni
analyzy mezidruhovych kiizencii picnich a travnikovych trav.

Travy jsou nepostradatelné a casto kultivované plodiny, které poskytuji kvalitni
krmivo pro hospodaiska zvitata. Vyuzivaji se také k okrasnym, rekrea¢nim, sportovnim
a krajinnym ucelim. Tim zaujimaji podstatnou hospodarskou roli, ale i roli pfi ochran¢
zivotniho prostiedi. Mezi takto péstovanymi travami pievladaji zastupci rodu jilek
(Lolium spp.) a kostfava (Festuca spp). Jilek je vyuzivany vzhledem k jeho vysokym
vynostm, dobré stravitelnosti, rychlému kli¢eni osiva na jate, syt¢ zelené barvé, dobré
hustoté porostu a uniformité¢ drnu. Jeho velkym hendikepem je citlivost na abioticky a
bioticky stres. Kostfavy se naopak vyznacuji schopnosti stresové podminky ptezivat.
Mnoholeta snaha Slechtiteld spojit vlastnosti obou rodd vyvrcholila vypéstovanim
ktizence Festuca x Lolium. Aby bylo mozné piesné identifikovat rodi¢ovské genomy
ktizenct, bylo nutné pouzit molekularné genetické metody.

Jednou z prvnich molekularné-biologickych metod, ktera se zacala pouzivat

k identifikaci rodi¢ovskych genomu v kiiZzencich kostfav a jilku, byla genomova in situ

aplikovat nové metody - ¢asové méné naro¢né, automatizovatelné a jednodussi.
Tato diplomova prace se snazi o novy pfistup k analyze genomi obou druht,

za vyuziti mezirodové variability ve form& SNPs pomoci analyzy teplotnich kiivek
DNA (HMR) a Single-base extension (SBE).



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Kostiava (Festuca L.)

Kostfavy jsou vytrvale rostouci traviny z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Jejich
piirozena stanovisté jsou louky a pastviny. Jsou jedny z nejvyznamnéj$ich picnich
odrid.

Stéblo méa piimé, nékdy obloukovité vystoupavé. Cepele listd jsou ploché,
laty byvaji dvé vétve (Strakova et al., 2007).

Rod Festuca je rtznorody a zahrnuje témét 500 druhd. Byl rozdélen do Sesti
sekci: Ovinae, Bovinae, Sub-bulbosae, Variae, Scariosae a Montanae (Hackel 1882) a
do deviti podrodi: Hesperochloa, Xanthochloa, Drymanthele, Schedonorus, Subulatae,
Subuliflorae, Obtusae, Festuca a Helleria. (Clayton a Renvoize, 1986)

Studiem anatomie listli a fylogeneze na zaklad¢ sekvence mezernikovych regionti
(ITS) byl rod Festuca definovan dvéma hlavnimi evolu¢nimi liniemi: Sirokolisté a
uzkolisté (Charmet et al., 1997; Torrecilla a Catalan et al., 2002). Zastupci tohoto rodu
se rovnéZ znacné 1i$i v trovni ploidie, od diploidnich (2n = 2x = 14) po dodecaploidni
(2n = 12x =84), avsak drtiva vétsina je allopolyploidni (Loureiro et al., 2007; Smarda et
al., 2008). Na zakladé Castého vyskytu polyploidie se kostfavy povazuji za starobyle;jsi
nez jilky, jejichZ vSech osm druht je diploidnich (Malik a Thomas, 1966).

Neékteré druhy kostfav se vyuzivaji v zemédélstvi. Kromé uzkolisté kostravy
Cervené a kostfavy ovéi, jez se vyuzivaji v travnikarstvi, jsou to zejména kostiava
rakosovita a kostfava lu¢ni, které patii do sekce Bovinae (podrod Schedonorus).
Kosttava rakosovita Festuca arundinacea Schreb. (2 n = 6 x = 42), je pro svoji
schopnost odoldvat suchu oblibenym druhem vyuZivanym v picninéfstvi. V posledni
dobé se rovnéz stava dualezitym travnikarskych druhem, v USA dokonce patii mezi
nejcastéj$i druh travnikt. Kostfava lucni, Festuca pratensis Huds. (2 n = 2 x = 14) je
vyuzivana v picninafstvi a je znama svoji toleranci k nizkym teplotam v zim¢ (Bartos et
al., 2011). I proto se stala velmi popularnim druhem v picnich smésich pouzivanych
v chladném (Skandinavie) ¢i kontinentalnim (stfedni Evropa) klimatu. Velikost genomu
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kostfavy lu¢ni je 3,175 Gbp (Kopecky et al., 2010), coz je asi 6 — 7 krat vice nez

u genomi Brachypodium distachyon a ryze (Bennett a Leitch, 2005).

Obr. 1 — Kostrava lucni (Festuca pratensis Huds.)

2.2. Jilek (Lolium L.)

Jilek je dal$i vyznamny picni rod, ktery patii do Celedi lipnicovitych (Poaceae).
Casto se vyuziva na orné pudé a v intenzivné obhospodafovanych dogasnych loukach,
kde poskytuje vysoké vynosy velmi kvalitni pice. Je piivodem z jizni a stfedni Evropy a
severozapadni Asie. Jde o0 jednoletou, dvouletou az vytrvalou bylinu, ktera je rozsifena
ve veétSin€ oblasti mirného pasu, vcetné Austrdlie a Nového Zélandu, kam byla

zavlecena prvnimi osadniky.
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Jilky maji pfimé nebo vystoupavé stéblo, v kolénkach ryhované. Listy maji Siroké
Cepele, svétle zelené barvy na rubu lesklé a lysé. Kvétenstvi jsou dvouiadé zplostélé
lichoklasy. Klasky jsou pfitisklé izkou stranou k vietenu (Strakova et al., 2007).

Rod Lolium zahrnuje osm druhu (Lolium canariense Steud., L. edwardii H.
Scholz., L. multiflorum Lam., L. perenne L., L. persicum, L.remotum Schrank, L.
rigidum Gaudin, L. temulentum L.), pfi¢emz vSechny jsou diploidni (2n = 2x = 14)
(Humphreys et al., 1995).

V zemédélstvi se vyrazné uplatiuji jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.,
2n = 2x = 14) a jilek vytrvaly (Lolium perenne L., 2n = 2x = 14) (Obr. 2). Ve $lechténi
trav jsou rovnéz vyznamnym zdrojem genetického materidlu pro mezirodové kiiZeni
(Lolium x Festuca) (Strakova et al., 2007). Velikost genomu jilku mnohokvétého je
2,567 Gbp (Kopecky et al., 2010).

Obr. 2 — Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.) a jilek vytrvaly (Lolium perenne L.)

hnp:ffchestofbooks.comVﬂora-plams'weedsfFodder-Pa"§ antsimages/Plate-
14-a3-PERENNIAL-RYE-GRASS-b-ITALIAN-RYE-GRASS.jpd | f\\\y \ \
A% noNREPE, LOLIUM PERENNE L.

] http://caliban.mpiz-
koeln.mpg.deflindman/478.jpg
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2.3. Festulolium (mezirodovy k¥iZenec)

Kosttavy a jilky jsou Siroce pouzivany jako hlavni zdroj pice v mirném pasu. Oba
rody se spolu snadno kiizi a v pribéhu meidzy se jejich homeologni chromozomy paruji
a dochazi k castym homeolognim rekombinacim, coz umoziiuje kombinaci
komplementarnich znakd v jednom genotypu (Kosmala et al., 2006). Mezirodovi
kiizenci jsou bud’ amfiploidi (zastoupeni genomu obou rodicli je piiblizn€¢ nebo zcela
stejné) nebo introgresni typy (v genomu jednoho rodice je jen velmi mala ¢ast genomu
druhého rodice) (Yamada et al., 2005). Kfizenci Festulolium se ¢im dal ¢astéji pouzivaji
po celém svété, zejména diky jejich vynikajicim agronomickym vlastnostem
kombinujicim vynos jilkd s toleranci vic¢i abiotickym a biotickym stresim kostrav
(Kopecky et al., 2006).

Komer¢ni odridy Festulolium jsou vypéstované zraznych mezirodovych
ktizencli. Vé&tSinou pochazeji z reciprokych mezirodovych tetraploidnich ktizenci:

L. multiflorum x F. pratensis a F. pratensis x L. multiflorum (Kopecky et al., 2006).

2.4. ldentifikace k¥iZzencua

Ktizeni rostlin je pfirozeny proces a hraje dileZitou roli pifi Slechténi
(Rieseberg et al. 1999, 2003). Piestoze jsou kiizenci Festulolium Siroce vyuZivani,
ekonomicky vyznamni a pocet jejich odrid se stale zvySuje, struktura jejich genomu
zatim ziistava nezndmad. V soucasné dobé existuje asi 30 odrud Festulolium, které jsou
registrované a rozsitené po celém svété. Kopecky et al., (2006) ve své studii struktury
genomu riznych odrid Festulolium pomoci metody genomové in situ hybridizace
(GISH) ukazal vyrazné rozdily v poméru rodicovskych genomii mezi rostlinami v ramci
jedné odrady, které byly casto vetsi nez rozdily mezi Samotnymi odridami,
vytvofenymi stejnym typem kiizeni. Mezi metody, které se mohou vyuzit k identifikaci
kiiZzencu, patii odliSeni na zakladé¢ morfologickych znaki, vyuziti izoenzymu, nahodné
amplifikované polymorfni DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD),
analyzy transkribovaného mezernikového regionu (ITS) a jednoduchych opakujicich se
sekvenci (SSRs). Dalsi vyuzivané metody jsou genomova in situ hybridizace (GISH),
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH), Diversity Arrays technology (DArT),

pritokova cytometrie, sekvenovani a Vv této praci pouzit¢ metody analyzy jedno-
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nukleotidovych polymorfismi pomoci Single-base extension (SBE) a analyzy
teplotnich kiivek DNA (HRM).

2.4.1. Morfologické znaky

Morfologické znaky jsou viditelné pouhym okem nebo za pomoci optiky, tudiz
jde o vngjsi znaky stavby rostlinného téla. U trav jsou nejéastéji sledované morfologické
znaky bohatost a rozvétvenost kofenové soustavy, typy vyhonku, tvar a slozeni listd, typ
kvétenstvi a vySka porostu. Tyto znaky lze uplatnit pro rozliSeni jednotlivych rodi a
druha rostlin. Avsak u identifikace mezirodovych a mezidruhovych F1 kfizenci, jejich
naslednych F2 generaci, nebo u generaci vzniklych zpétnym kiizenim, je takovéto
rozliSeni na zdkladé morfologickych znak vétSinou problematické, predevSim

u mladych jedinct.

2.4.2. Pritokova cytometrie

Jedna z metod s velkym potencialem, ktery se da vyuzit K analyze mezirodovych
kfizenci je pritokova cytometrie. Tato metoda analyzuje vzorky ve formé
mikroskopickych ¢éstic, pohybujicich se ve vodnim sloupci, pomoci jejich optickych
parametrll. Mezi méfené parametry zahrnujeme Celni a bo¢ni rozptyl svétla, emitovanou
fluorescenci, tvar a cCas trvani svételného pulzu, a to jak rozptylu svétla, tak
fluorescence. Prutokova cytometrie je schopnd mimo jiné méfit relativni obsah jaderné
DNA. Pro analyzu mezidruhovych kfizenct ji lze vyuzit jen vtom piipadé, ze
rodicovské druhy maji dostate¢né rozdilny obsah DNA. Pro identifikaci ploidie
Festulolium tuto metodu pouzili Kerlan a Ghesquiére (1997), ktefi analyzovali F1
ktizence L. multiflorum x F. arundinacea (L4F4) a L. multiflorum x F. arundinacea
(L4F6), dale BC1 a BC2 kiizence L4F4 x L. multiflorum a L4P4 L. perenne. Jako
kontrolni vzorky pouzili F. arundinacea (4x) a F. arundinacea (6x).

Nevyhody pritokové cytometrie predstavuji vysokd pofizovaci cena vybaveni,
nutnost kvalifikovanych vySkolenych pracovnikli a skuteCnost, ze analyza muze byt

ovlivnéna pfitomnosti sekundarnich metabolitd, které maji vliv na vazbu
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fluorescencnich barviv na DNA. U rostlinného materialu je dalsi nevyhodou pfitomnost

rigidni bunécné stény.

2.4.3. Molekularné cytogenetické metody pouzivané

k identifikaci hybridi

Jesté v prvni poloviné devadesatych let dvacatého stoleti nebylo mozné urcit
genomové slozeni kiizencu kostiav a jilkd. Ptitom tito kiizenci jsou velmi zajimavi také
z cytogenetického hlediska, protoze rodicovské chromozomy Se Vv meidze paruji a
dochazi k homeologni rekombinaci. Tento fakt byl prokazan zavedenim molekularné
cytogenetickych nastroji, jako jsou FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) a GISH
(genomova in situ hybridizace), které umoznuji podrobné studie mezirodovych
chromozomalnich rekombinaci a karyotypovani odrid Festulolium (Kopecky et al.,
2008).

Metoda GISH je zaloZena na hybridizaci sondy genomové DNA jednoho ¢i obou
rodicovskych druhii obarvené specifickymi fluorescen¢nimi barvivy (flourochromy) a
DNA templatu v podobé metafaznich chromozomi fixovanych na mikroskopickém
sklicku (Schwarzacher et al., 1989). Tato metoda tak umoziuje vizualizaci chromatinu
rodicovskych druhli na chromozémech kiiZzence. GISH je velmi efektivni jednoducha
metoda pro studium struktury a evoluce genomu kiizencu Festulolium. Jeji nevyhoda je
omezené rozliSeni a nizka kapacita, coz brani SirSimu vyuziti této metody v pribéhu
kiiZeni a tvorby novych odrid (Kopecky et al., 2009). Pomoci metody GISH se ukézalo,
ze slozeni genomi komer¢nich odrid Festulolium se vyznamné li§i v zavislosti
na rodic¢ich danych odrid a také na pouzité strategii kiizeni (Kopecky et al., 2006).

Dalsi z metod in situ hybridizace je FISH, ktera jako sondy pouziva fluorescen¢né
obarvené specifické sekvence (urCité ¢asti genomu). Touto metodou byla studovana
variabilita v chromozomalnim umisténi a poc¢tu ribozomalnich DNA (rDNA) mist
Vv diploidnich a autotertraploidnich odridach F. pratensis a L. perenne a zaroven V jejich
triploidnich a tetraploidnich ktiZencich. Ziskana data ukézala, Ze lokusy rDNA jsou
u F. pratensis pfitomny na chromozémech 2 (5S rDNA) a 3 (45S rDNA),
u L. perenne na chromozémech 2 (5S rDNA a 45S rDNA), 3 a 7 (45S rDNA). Jsou tedy

uzitenymi markery téchto chromozomt pfi analyze mezirodovych kiizenct Festuca x
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Lolium (Ksiazczyk et al., 2010). Vyhodnoceni metody se provadi pomoci

fluorescencniho mikroskopu, kvalitnich CCD kamer a pocitacovych softwarg.

2.4.4. Molekularni markery pouzivané k identifikaci hybridi

24.4.1. Izoenzymy

Izoenzymy jsou enzymy, které maji stejnou katalytickou funkci, ale 1i$i se
ve struktufe. Diky tomu se daji pouzit jako markery. Jejich variace byly pouzity
naptiklad pro zkoumani vztahti mezi druhy v rodu Lolium. Byly zaznamenany alelické
frekvence na lokusech tfinacti izoenzymu a ze ziskanych dat se dalo pfepokladat, Ze
L. rigidum je druh s nejvétsi rozmanitosti a mohl by byt spoleénym piedkem celého
rodu (Charmet et al., 1994). K identifikaci mezirodovych hybrida Festuca x Lolium
pouzili izoenzymy jako molekularni markery Eizenga a Buckner (1986). Pomoci gelové
elektroforézy zjistovali u zkoumanych kiizenct ptitomnost fosfoglukoizomerazy (PGI),
glutamat oxaloacetat transaminazy (GOT), malat dehydrogenazy (MDH), fosfatazy
(ACPH) a 6-fosfoglukonat dehydrogenazy (6-PGD). MDH, 6-PGD a PGl mély méné
detekovanych bandid u diploidniho jilku ve srovnani s hexaploidni kostfavou
rakosovitou a tetraploidnim kiizencem F. arundinacea (2n = 6x = 42) x L. multiflorum
(2n = 2x = 14). Podle jejich prace se diploidni rostliny pravdépodobné 1isi od kiizenct
svyss$i urovni ploidie rlznymi izoenzymy kodovanymi na mistech, které jsou
lokalizovany na homolognich chromozémech polyploidnich kiiZenci.

Velkou nevyhodou analyzy izoenzyml je nizkd kapacita a existence jen
omezeného poctu markerd. Dalsi nevyhodou je napiiklad variabilita izoenzymu
pfislusnicich ke kddujicim oblastem genomu, kterd podléha selekénimu tlaku, coz Casto

vede kK monomorfnim lokusum.

2.4.4.2. Délkovy polymorfismus restrikénich fragmenta (Restriction

fragment length polymorphism, RFLP)

Metoda vyuzivajici délkovy polymorfismus restrikénich fragmentii je postavena

na tfech zakladnich technikach. Nejprve na stépeni DNA restrikénimi endonukle4dzami,
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dale na separaci fragmenti pomoci elektroforézy a nakonec na pieneseni separovanych
produktii na nylonovou membranu, kde probéhne hybridizace se specifickou sondou
(Southern blotting). Ziskané vzorky DNA od riznych jedinct se pomoci specifickych
restrik¢nich endonukledz nastépi v piesné stanovenych mistech. Kdyz je v daném mist¢
Stépeni pritomna mutace, dojde ke zméné velikosti ziskanych fragmenti. Pomoci takto
ziskanych srovnavacich map zaloZzenych na RFLP markerech se napiiklad zjistilo, Ze
jilek vytrvaly a zastupci Triticeae jsou velmi konzervativni, pokud jde o syntenii a
kolinearitu (pfevzato Mian et al., 2005). RFLP markery byly pouzity k monitorovani
introgrese chromosomt F. mairei do L. perenne. Pomoci RFLP markeru byla
identifikovana pfitomnost genomu F. mairei v kiizencich F1, F2 a BC1 generacich, ale
nebyly jiz schopné identifikace v BC2 generaci (Chen a Sleper, 1999). Nevyhodou
RFLP je, ze se jedna 0 ¢asové naro¢nou a nizkokapacitni metodu, pro kterou je nutno
ziskat velmi kvalitni a ¢istou DNA v dostatecném mnozstvi. Dalsi nevyhodou je (stejné

jako u isoenzymil) existence jen omezen¢ho poc¢tu markera.

2.4.4.3. Diversity Arrays Technology (DArT)

Jedna z metod, ktera byla vyvinuta pro analyzu vnitrodruhové a mezidruhové
genetické variability, je Diversity Arrays Technology (DArT). Tato metoda vychazi
z hybridizace na microarray S vyuzitim redukce komplexity. Metoda umoziuje
simultanni skrining tisicti lokust a to bez pfedchozi informace o jejich sekvencich
(Jaccoud et al., 2001). Obecné plati, ze DArT metoda je vysoko kapacitni, s nizkymi
naklady, je rychla a reprodukovatelna (Kopecky et al., 2009).

Nedavno byla vyvinuta DArTFest array pro komplex Festuca-Lolium (Kopecky et
al., 2009). Tato tiSténa microarray obsahuje 7680 sond z methylfiltrované genomové
reprezentace tii druhti kostfav (F. arundinacea Schreb., F. glaucescens Boiss. a
F. pratensis Huds.) a dvou druhi jilku (L. multiflorum Lam. a L. perenne L.). DArTFest
array ma potencial poskytnout informace o struktufe genomu a vyvoji druhd v rdmci
Festuca-Lolium komplexu (Bartos et al., 2011). V prvnim experimentu byla tato array
pouzita k analyze genetické diverzity Ctyficeti genotypi kazdého druhu a podafilo se
identifikovat 3884 polymorfnich markert (Kopecky et al., 2009). Tyto markery byly

pouzity pro charakterizaci genomu péti odrud Festulolium. Diky tomu bylo mozné
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poprvé urit genomové slozeni téchto hybridi. Minimalni pocet markera rozliSujicich

Lolium a Festuca genom bylo 361 a 171 (Kopecky et al., 2011).

2.4.4.4, Polymorfismus nahodné amplifikované DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA, RAPD) a polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentia (Amplification Fragment Lenght
Polymorphism, AFLP)

Dalsi z metod, jak odlisit jilky od kostfav, je zalozena na nahodné
amplifikovanych polymorfnich DNA (RAPD) markerech (Kolliker et al., 1999). Tato
metoda se zafazuje mezi PCR techniky, kdy vznikaji rizné dlouhé fragmenty genomové
DNA, které jsou specifické pro kazdého jedince. K tomu se pouzivaji kratké (6-10 bp)
primery. Tato metoda byla testovana pro identifikaci hybridnich genoma L. perenne x
F. arundinacea. RAPD markery byly na zakladé vysledkt rozdéleny do nékolika t¥id.
RAPD markery, které se vyskytovaly v genomu F1 kiizenci zdédénych z jednoho
rodice a z druhého rodice, prokazaly, ze maji potencidl identifikovat hybridni genom
(Siffelova et al., 1997/98).

Dalsi metoda vyuzivajici polymorfismu tentokrate délky amplifikovanych
fragmentd (AFLP) je zalozena na kombinaci PCR reakce a restrik¢niho §tépeni DNA.
AFLP technika je podle Kosmala et al, (2003) efektivnim nastrojem pro sledovani
prenosu gend mezi druhy kostfav a jilkd. Ve své praci provedl AFPL analyzu
potomstva, které vzniklo zpétnym kiiZenim diploidniho jilku mnohokvétého majiciho
introgresovany segment kostfavy lu¢ni na jednom chromozomu. K analyze bylo pouzito
54 kombinaci primert a bylo zjisténo, ze 11 AFLP markert segregovalo spolu
S vloZenym segmentem.

Hlavni nevyhodou téchto typt markeri (AFLP 1 RAPD) je, Ze maji anonymni a
dominantni povahu, coZ ma za nasledek omezeni vyuZiti pfi genetickych studiich, a to
zejména mezi druhy (Mian et al., 2005). Dominantnost se projevi v nemoznosti rozlisit,
zda amplifikovany lokus je heterozygotni, nebo homozygotni. Dalsi nevyhody plynouci
z pouziti RAPD markerti jsou nizka reprodukovatelnost PCR a interference znaku.
Metoda vyuzivajici AFLP markery je nevyhodna mimo jiné pro jeji naroky na kvalitni
DNA.
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2445, Analyza mezerniku (ITS) a chloroplastové sekvence trnL-F

Dalsi metodou, ktera by mohla mit potencial identifikovat mezidruhovou
hybriditu, je analyza ribozomalniho mezernikového regionu ITS (internal transcribed
spacer) a chloroplastové sekvence trnL-F. ITS odkazuje na nefunkéni RNA nachazejici
se mezi strukturnimi ribozomalnimi RNA (rRNA). Srovnavani sekvenci ITS regiont se
pouziva zejména V taxonomii a molekularni fylogenezi, jelikoZ i blizce ptibuzné druhy
vykazuji Vv této oblasti velkou variabilitu. Zaroven analyza ITS regionu ma vyhodu
V tom, Ze na ni staci relativné malé mnozstvi DNA.

Oblasti trnL-trnF jsou umistény ve velké jednokopiové oblasti chloroplastového
genomu. Sklada se ztrnL genu, intronu skupiny | a trnL-F mezerniku (Hao et al.,
2009). Vlastni analyza je zaloZena na srovnavani chloroplastové sekvence mezerniku
trnL-F. K fylogenetické rekonstrukci ¢eledi lipnicovitych tuto metodu pouzil Catalan et
al. (2004). Ptes jeji znacny potencial vSak nebyla nikdy pouzita k identifikaci

mezirodovych hybridi kosttav a jilkt.

2.4.4.6. Jednoduché opakujici se sekvence (SSR)

Jako molekularni markery se daji rovnéz pouzit mikrosatelity, neboli jednoduché
opakujici se sekvence (SSR). Maji kodominantni charakter (Mian et al., 2005). Jsou to
tandemové repetice o velikosti nékolika part bazi (1 — 6 bp), jejich variabilita je
zaloZzena na poctu opakovani motivu. SSR markery jsou Siroce pouZivany
pfi fingerprintingu, hodnoceni genetické rozmanitosti, genetickém mapovani a vyuzivaji
se pfi Slechténi pomoci markerti (Marker Assisted Selection; MAS). Metody vyuzivajici
SSR markery se pouzivaji pro rozliSovani mezi piibuznymi genotypy v mnoha druzich
rostlin (Yang et al., 1994; Russell et al., 1997; Rddel et al., 1998). Pro identifikaci odrad
Lolium, Festuca a jejich kiizence Festulolium je pouzil Momotaz et al. (2004), kdy
pouzil 44 primeri odpovidajici SSR markerim. Primery pro SSR markery byly
navrzeny Z odlisnych alel pro Lolium ssp., F. pratensis a F. arundinacea. Ziskané
frekvence alel pfitomnych ve zkoumanych Festulolium kiizencich indikovaly jejich
hybriditu.

Pouziti SSR markeri je Casové a finan¢né¢ naro¢né. Obvykle je metoda

doprovazena nizsi variabilitou, kterd by se dala srovnat s variabilitou RAPD. Rovnéz
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rozloZeni SSR markerti na jednotlivych chromozomech neni idealni, jelikoz se markery
vyskytuji  pfedev§im v distalnich oblastech chromozémi a naproti tomu

v centromerickych oblastech se vyskytuji pouze v omezené mife.

2.4.5. Analyza jedno-nukleotidovych polymorfismi (SNPs)

Jedno-nukleotidové polymorfismy (SNPs) jsou mista v sekvenci DNA, ktera se
mezi jedinci 1i8i jedinym nukleotidem (Nollou and Wagener, 1997). Bé&zné se vyuzivaji
v mnoha oblastech, napfiklad ke studiu evoluce, charakterizaci a sloZeni populace, jako
markery ve $lechténi (MAS) a pii pozi¢nim klonovani genti. SNP markery jsou vyhodné
pro jejich velky pocet v genomu, oproti SSR markeriim maji mnohem mensi nachylnost
K mutacim a zaroven maji vyhodné rovnomérné rozlozeni po celém genomu.

NejcastéjSi metody detekce SNPs jsou zaloZeny na amplifikaci cilové DNA
pomoci PCR techniky nebo amplifikaénimi metodami, které dovoluji citlivou a
specifickou analyzu sekvence cilové DNA (Syvédnen,1999). Patii mezi né napf.
Golden Gate Assay Basics (http://dnatech.genomecenter.ucdavis.edu/illumina.html),
dynamicka alelo-specificka hybridizace (DASH, http://www.thermo.com/eThermo/-
CMA/PDFs/Various/241File_16451.pdf), molekularni majaky (http://www.gene-
link.com/newsite/products/mbintro.asp), pyrosekvenovani, hmotnostni spektrometrie,
Single-base extension (SBE) nebo analyza teplotnich kiivek (HRM). Vzhledem k tomu,
ze pro ucely skorovani SNPs byly pouzity v této diplomové praci metody SBE a HRM,

nasleduje podrobnéjsi popis prave téchto dvou metod.

245.1. Single-base extension analyza (SBE)

SBE je metoda, ktera se vyuziva pii identifikaci jednotlivého nukleotidu
na konkrétni pozici nukleové kyseliny. Je zalozena na prodluZzovani neoznaceného
oligonukleotidového primeru oznacenym dideoxynukleotidem. Primer je navrzen tak,
ze nasedd na komplementarni templatovou DNA pfiléhajic tésn€ k variabilni
nukleotidové pozici. B€hem reakce je primer prodlouzen o jeden nukleotid, kterym je
fluorescenéné znaceny terminalni ddNTP. Takto vznikly produkt je separovan kapilarni

elektroforézou a analyzovan pomoci potitatového programu, napt. GeneMarker®

20



(Bernat et al., 2002). SBE se ukazala jako velmi vyhodnd metoda pravé pro jeji
jednoduchost. K jeji realizaci jsou potieba pouze tfi komponenty: primer, polymeraza a
nukleosidovy trifosfatovy substrat (ddNTP) (Giusto and King, 2003).

SBE byla pouzita pro identifikaci homolognich a paralognich sekvencnich variant
alloploidnich neptibuznych kiizencu Trifolium spp., na zakladé srovnani s jejich
taxonomickym pfedkem. Metoda je Siroce pouzitelnd pro detekci SNPs u celé tfady

alloploidnich taxont s nejasnym piivodem (Hand et al., 2008).

2.4.5.2. Analyza teplotnich kiivek DNA (High-resolution melting,
HRM)

HRM je G¢inna a levna metoda pro rozliSeni DNA polymorfismid. Byla pouzita
K identifikaci mutaci v lidskych genech a k detekci SNP, INDELs a mikrosatelitt
v rostlinach. Nepotiebuje zadné oligonukleotidové sondy, pouze dva standardni
primery. Je zalozena na detekci fluorescenéniho signalu, ktery vznika uvolnénim
fluorescenéniho barviva navazaného ve dsDNA, pii jeji degradaci vlivem teploty, tzv.
tanim DNA. Za pomoci této metody lze snadno detekovat SNPs a heteroduplexy
vznikajici po PCR reakci, identifikovat nové mutace a analyzovat metylaci DNA. DNA
v mistech SNPs a heteroduplexti vykazuje odlisné kiivky a teploty tani (T,,) DNA
(Gundry et al., 2008). V posledni dobé se metoda stala velmi citlivou a spolehlivé
reprodukovatelnou diky vykonngj$imu pfistrojovému vybaveni a vyvinem novych DNA
barviv, ktera umoznuji dostate¢né nasyceni PCR produktd. Tato nova barviva vykazuji

minimalni redistribuci béhem tani a zaroven neinhibuji PCR reakci (Erali et al., 2008).
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3.

CIiLE PRACE

Vypracovat literdrni reSerSi na téma analyzy genoma picnich a

travnikovych trav (Festuca spp. a Lolium spp.) za vyuziti SNP markera.

Ze sekvenci DArT marker navrhnout primery pro odvozeni SNP markera

a ty poté identifikovat.

Navrhnout jednoduchou a spolehlivou metodu detekce SNP markert, které

by bylo mozné vyuzit k identifikaci kiizenct kosttav a jilki.
Ziskat 70 SNP markerd rovnomérné rozlozenych v genomu (10 SNP

markertt na chromozom) s polymorfismem mezi kostfavou a jilkem a tim

umoznit detailni analyzu jejich kiizenct.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Rostlinny material

K analyze genomu kostfavy lu¢ni (F. pratensis Huds.) a jilku vytrvalého
(L. perenne L.) pomoci SNP markerd byly pouzity dvé odridy kostfavy lu¢ni LAURA a
FURE a dvé odridy jilku mnohokvétého MITOS a PROLOG. Semenny material
laskavé poskytnul Ing. Vladimir Cernoch (DLF Hladké Zivotice) a Prof. Adam

J. Lukaszewski (University of California, Riverside).

4.2. Pouzité chemikalie, pristroje, komercni kity, pufry a roztoky

4.2.1.Chemikalie

— Deionizovana voda

— Deoxyribonukleosid trifosfaty dATP, dCTP, dTTP, dGTP

— Ethanol — 96% roztok (Lachema, CR)

— Ethidium bromid (Sigma Chemical, USA)

— ExoSap-IT® (Affymetrix, USA)

— Exonukledza I (Fermentas, Kanada)

— Formamid Hi-Di (Applied Biosystems, USA)

— Lyza¢ni pufr P2 (QIAGEN, Némecko)

— Shrimp alkalicka fosfataza (SAP) (Affymetrix, USA)

— S.0.C médium (Invitrogen, USA)

— Taq polymeraza

— Termosensitivni alkalické fosfataza FastAP (Fermentas, Kanada)

— Velikostni standard GeneScan-120 Liz Size Standard (Applied
Biosystems, USA)

—  Quick-Load®™ 100 bp DNA Ladder
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4.2.2.Pristroje a pomicky

— 96-kapilarovy sekvenator 3730x] DNA analyzér (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

— Agencourt SPRIPlate (Beckman Coulter, USA)

— Biologicky termostat BT120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR)

— Bioimaging System (Syngene, GB) s transiluminatorem model GVM20
(Syngene, GB)

— Cell-porator (Life Technologies™, USA)

— Homogenizac¢ni oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)

— Magneticka desticka 96 DIRECT INJECT MAGNET (Beckman Coulter,
USA)

—  MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA)

— Multifunkéni centrifuga JOUAN CR31i Multifunction Centrifuge

—  Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop®

— Stolni centrifuga IEC Micromax RF (Thermo Scientific, USA)

— Thermo Electron Corporation, Forma Orbital Shakers

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

— Tiepacka Forma Orbital Shaker 420 (Thermo Scientific, USA)

4.2.3. Komerc¢ni kity

— Agencourt® CleanSEQ (Beckman Coulter, USA)

— BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA)

— Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Invitek, Némecko)

— SNaPshot ™ Kitu (ABI PRISM ® SNaPshot ™ Multiplex Kitu)

—  Sso Fast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

— One Shot® TOP10 Electrocomp Cells (Invitrogen, USA)

— TOPO® XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, USA)
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4.2.4. Pufry a roztoky

4.2.5. Pufry

— 10 x PCR pufr

100 mM Tris-HCI pH 8,8
15 mM MgCl,

500 mM KClI

1% Triton X-100

— 0,5 x TBE pufr (pH 8)

4.2.6. Roztoky

0,5x

45 mM Tris baze

45 mM kyselina borita
1 mM EDTA

— LB médium (pH 7,2 - 7,4)

10 g/l enzymovy kaseinovy hydrolyzat
5 g/l kvasni¢ny autolyzat

5 g/l pepton

10 g/l NaCl

— 2YT médium

16 g/l enzymovy kaseinovy hydrolyzat
10 g/l kvasni¢ny autolyzat

5 g/l NaCl

6 g/l Agar
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4.3. Vybér DArT markeru a navrzeni primeri

Diky vyvinuté DArTFest array pro komplex Festuca-Lolium (Kopecky et al.
2009) byly ziskany DArT markery a bylo tieba vybrat takové, které byly piitomny
na genetickych mapach jilku mnohokvétého (L. multiflorum Lam.) (Obr 3).

Obr. 3 — Ukdzka DArT markerii vyznacenych na genetické mapé chromozomu ¢. 5
U kostravy a jilku. Tucné zvyraznéné DArT markery jsou duplikacemi, barevné

zvyraznené DArT markery jsou repeticemi.
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Pro kazdy chromozém bylo vybrano 10 DArT markert z genetické mapy jilku
mnohokvétého tak, aby pokryvaly rovnomérné vzdy cely chromozém. Vybrany byly jen
takové markery, které nebyly duplikacemi ani repeticemi. Na zaklad¢ jejich sekvence
byly navrzeny primery pomoci pocitaového programu Primer 3 (http://fro-
do.wi.mit.edu/primer3/) tak, aby vysledny produkt byl délky 300 az 500 bp s optimalni
teplotou nasedani primeru ~58°C a optimalni délkou 20 bp.

4.4. lzolace DNA

DNA byla izolovana pomoci kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit podle navodu
vyrobce. Rostlinny material byl vysusen pii teplot¢ 37°C po dobu 24 hodin
Vv biologickém termostatu. Kazdych 100 mg takto ususeného rostlinného materialu bylo
homogenizovano pomoci oscila¢niho mlyna a pieneseno na spin filtry umisténé do 1,5
mililitrovych mikrozkumavek. Bylo piidano 400 pl lyzaéniho pufru P a 20 pul
proteindzy K a vzorek byl inkubovéan ve vodni 14zni pii teploté 65 °C po dobu 30 minut.
Poté byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pii 12 000 otackach za vtefinu.
Bylo ptidano 20 pl RNazy, byla provedena filtrace, promichani a inkubace po dobu 10
minut pii laboratorni teploté (RT). Nakonec bylo pfidano 200 ul vazebného pufru P.

Dal8im krokem v izolaci DNA bylo promyvani. Vzorek byl pfenesen na novy spin
filtr umistény v nové 1,5 mililitrové mikrozkumavce. Byla provedena inkubace po dobu
1 minuty a nasledna 1 minutova centrifugace v predem vychlazené centrifuze pti 12 000
otackach za vtetinu. Dale bylo pfidano 550 pl pufru I a byla provedena centrifugace
po dobu 1 minuty pii 12 000 otackach za vtefinu. Bylo pfiddno 550 ul pufru I, byla
provedena centrifugace a krok s pufrem | byl zopakovan. Centrifugace kvuli odstranéni
etanolu byla provedena po dobu 2 minut. Poslednim krokem byla eluce DNA, kdy bylo
ke vzorku pfidano 200 ul eluéniho pufru D, ktery byl ptedehiaty na 65°C, probéhla 3
minutova inkubace a centrifugace pii 10 000 otadcek za vtefinu po dobu 1 minuty.

Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru.
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4.5. Ovéreni specifity primeri

U 70 vybranych dvojic primert bylo tieba ovéfit jejich specifitu (zdali vytvoii
PCR produkt) pomoci PCR reakce a nasledné elektroforetické separaci na 1,5%
agarozovém gelu. Podminky PCR reakce jsou popsany v Tab. 1 a Tab. 2. Stejnym
zpusobem probihalo ovéfovani specifity nové navrhovanych primertt béhem celého

experimentu.

Tab. 1 — Premix PCR reakce

Chemikalie Objem v pl
Creasol red 2
10x PCR pufr 1
10 mM dNTPs 0,2
Taq polymeraza (4 U/ul) 0,2
Primer (F+R) 0,2
DNA (10 ng/ml) 2
Destilovana voda 4,4

Tab. 2 — Pritbéh PCR reakce k ovéreni specifity primerii

Predenaturace 95°C 5 min 1x
95°C 1 min

PCR amplifikace 55,58,60°C 2 min 25x
72°C 2 min

Elongace 72°C 10 min 1x

4.6. Sekvenovani PCR produktu

Pro sekvenovani PCR produkti byl pouzit BigDye kit. Po ovéfeni specifity
primerQ byly vybrany jen ty, které vytvofili béhem PCR reakce DNA produkt u vSech
¢tyf genotypu. U nich byla provedena sekvenacni reakce.

Nejdtive bylo tfeba piecistit PCR produkty pied sekvenacni reakci pomoci tzv.
ExoSapu. Do kazdé¢ jamky 96 jamkové desticky byly pfeneseny 3 ul PCR produktu a
byly ptidany 4 pl premixu (3,45 ul 1XPCR pufru, 0,05 pl enzymu exonukleaza a 0,5 pl
alkalické fosfatazy). Prob¢hla inkubace na termocykleru (37°C/30 min, 95°C/5 min).
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Takto precisténé vzorky byly rozdéleny na polovinu. K rozdélenym vzorkiim bylo
ptidano 7 pl premixu (1,5 ul 5 x sequencing pufru, 1 pl BigDye, K jedné poloviné
vzorkt F primer a k druhé poloviné R primer ve vysledné koncentraci 1 uM a sterilni
voda pro doplnéni do celkového objemu 7 ul). Na termocykleru probéhla sekvenaéni
reakce BigDye (Tab. 3).

Tab. 3 - Pribeh sekvenacni reakce BigDye

98°C 5 min

96°C 10 sec

50°C 5 sec

60°C 4 min 60x
4°C Forever

Dalsim krokem bylo piecisténi PCR produktu po sekvenacni reakci pomoci
Agencourt CleanSEQ kitu. Resuspendované magnetické kulicky Agencourt CleanSEQ
byly po 5 ul pridany ke kazdému vzorku po sekvenacni reakci. Dale se pridal 85%
etanol (Tab. 4) a vznikly roztok se promichal pomoci pipety, dokud nebyl dostate¢né

homogenni.

Tab. 4 — Mnozstvi 85% etanolu na reakcni objem sekvenacni reakce

Reakéni objem sekvenacéni reakce v pl Objem pfidavaného 85% etanolu v pl
5 31
10 42
15 52
20 62
25 73

Desticka se vzorky byla umisténa na magnet Agencourt SPRIPIate, a ponechana
stat po dobu 5 minut. Poté byl odpipetovan supernatant a bylo provedeno promyvani.
Nejdiive bylo pfiddino do kazdé jamky se vzorkem 100 pl 85% etanolu,
po 30 vtetfinach se etanol odpipetoval a proces se jedenkrat opakoval.

Po druhém odpipetovani etanolu se nechaly vzorky vysusit pii laboratorni teploté
po dobu piiblizné 10 minut. Po vysuSeni byla pfiddna sterilni redestilovana voda
o0 objemu 80 pl, vzorek byl 5 minut inkubovan v laboratorni teploté¢ a jiz mimo

Agencourt SPRIPlate magnet ptenesen do nové desticky.
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Piecisténé PCR produkty po sekvenaéni reakci byly analyzovany na genetickém
analyzatoru ABI 3730xI DNA. Pomoci programu DNA Baser v. 2 (Heracle-software,
http://www.DnaBaser.com) byla sestavena jejich sekvence (ze sekvenci ziskanych

Z obou koncu daného produktu).

4.7. SNP analyza

Ziskané sekvence PCR produktii u vSech ¢tyf genotypt byly porovnany pomoci
programu Clustal W v softwarovém programu MEGA 4 pii standardnim nastaveni.
Vysledkem bylo ziskani informaci o delecich a SNPs mezi jednotlivymi genotypy.
Toho se nésledné vyuzilo ke kontrole a optimalizaci analyzy teplotnich kiivek DNA

(HRM) a analyze Single-base extension (SBE).

4.7.1. Analyza teplotnich k¥ivek DNA (HRM)

Pro detekci SNPs byla jako prvni pouzita metoda HRM. Pro tuto analyzu byly
nejdiive pouzity plvodni primery a nasledné byly navrZeny nové primery pomoci
pocitatového programu Primer 3, jelikoz bylo tifeba ziskat produkt o mensi celkové
délce (~100 bp). U pitvodnich primerti se délka produktu pohybovala kolem 300 az 400
bp.

Byl piipraven premix pomoci kitu Sso Fast™ EvaGreen® (Tab. 5). Byly
analyzovany vSechny Ctyfi genotypy kostfavy a jilku (Fp_LAURA, Fp_FURE,
Lm_MITOS, Lm_PROLOG), jejichz produkty byly osekvenovany. Dale byly pouzity
dalsi tfi genotypy jilki mnohokvétého, odrida MITOS (Lm MITOS 1, 2, 3), osm
rekombinacnich linii jilku mnohokvétého nesouciho ¢ast chromozému 7 kostfavy luéni
(3108, 3626, 3635, 3650, 3659, 3660, 3661, 3662) a tfi substituéni linie s celym
chromozomem kostravy luc¢ni (C_1341, C_1342, C_1348).

DNA byla spolu s premixem napipetovana do 96 jamkové MicroAmp desticky a
prob&hla PCR reakce (Tab. 2). U takto ptipravenych vzorkt byla méfena fluorescence
v rozmezi 75 — 95°C, pficemz se teplota zvySovala o 0,1°C kazdych 10 vtefin. Vysledné
udaje byly zpracovany pomoci pocitatového programu Melt Analysis™ Software (Bio-

Rad)
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Tab. 5 — Premix pouzity pro analyzu teplotnich kiivek DNA (HMR)

Chemikalie Objem v ul
Eva mix 7,5
Primer 0,15
DNA (10 ng/ml) 2,25
Destilovana voda 51

4.7.2. Single-base extension analyza (SBE)

Dalsi metodou pro analyzu SNPs je single-base extension, konkrétn¢ provadéna
pomoci SNaPshot ™ Kitu. Pfed vlastni analyzou byla pfipravena templatova DNA
pomoci PCR (Tab. 1 a Tab. 2), nésledné¢ byla ptecisténa reakci ExoSap. Poté byla

ptipravena SNaPshot pozitivni a negativni kontrolni reakce podle instrukci vyrobce

(Tab. 6).

Tab. 6 — Priprava SNaPshot kontrolnich reakci

Chemikalie Pozitivni kontrola Negativni kontrola
(ul) (M1)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5 5
SNaPshot Multiplex Control Primer Mix 1 1
SNaPshot Multiplex Control Template 2 0
Deionizovana voda 2 4

Dalsim krokem byla ptiprava vlastnich SNaPshot reakci, kdy byly na ledu
smichany SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix spolu s PCR produkty, SNaPshot
primery a deionizovanou vodou (Tab. 7). SNaPshot primery byly navrzeny tak, aby
sledovany SNP priléhal k 3" konci primeru. Takto vznikly premix byl rozdélen po 10 pl
do MicroAmp zkumavek a ty pak byly vlozeny opét na led. Takto pfipravené vzorky
byly vlozeny do termocykleru a prosly teplotnimi cykly SNaPshot reakce (Tab. 8).
Po skonceni reakce byla teplota snizena na 4°C. Ke vzorkiim z pfedchoziho kroku byla
ptidana 1 jednotka Shrimp (garnat) alkalické fosfatazy (SAP) a vzorky byly inkubovany
po dobu 1 hodiny pii 37°C. Enzymy zreakéni smési byly nasledné deaktivovany
inkubaci pti 75°C po dobu 15 minut a vzorky byly déle uchovany pfti 4°C.
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Tab. 7 — Priprava SNaPshot reakce.

Chemikalie 1 x vzorek (pl)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5
Pooled PCR produkt 3
Pooled SNaPshot primery 1
Deionizovana voda 1

Tab. 8 - Teplotni cykly SNaPshot reakce.

Teplota Cas Poget cykld

96°C 10 sec
50°C 5 sec
60°C 30 sec
4°C For ever

25x

Po pftecisténi bylo k 0,5 ul SNaPshot produktd ptidano 9ul HI-Di formamid,
0,5 pl velikostniho standardu GeneScan™ 120 LIZ™. Vzorky byly promichany, kratce
sto¢eny a dale denaturovany pfi teploté 95°C po dobu 5 minut.

Takto upravené vzorky po denaturaci byly analyzovany pomoci genetického
analyzéru ABI 3730xI DNA a vysledky byly vyhodnoceny pomoci pocitacového

programu GeneMarker®.

4.8. Zaklonovani PCR produktu pomoci TOPO® XL PCR

klonovaciho Kitu

Vzhledem k tomu, ze nékteré vzorky se jevily jako heterozygotni, bylo provedeno
zaklonovani PCR produktt a sekvenace. Zaklonovani PCR produkti probehlo pomoci
klonovaciho kitu TOPO® XL PCR dle pokynt vyrobce. Ligacni smés byla pfipravena
smichanim 0,3 pl vektoru pCR-XL-TOPO s 40 az 50 ng DNA (10 ng/ul) a dale byla
inkubovana pii teploté 25°C po dobu 5 minut. Do ni bylo poté ptidano 0,6 ul 6x TOPO
klonovaciho stop roztoku, vzorek byl sto¢en na mikrocentrifuze a pfemistén na led.

K 0,7 pl ptipravené ligatni smeési bylo piidano 14 pl elektrokompetentnich
bakterii Escherichia coli. Tato smés byla pfenesena do elektroporacni kyvety mezi
kovové plosky. Byla provedena transformace elektroporatorem (Cell-porator, Life
Technologies™) s nastavenim 330 az 350 V, 4 kQ, 330 uF, low Q.
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Tato transformacni smés byla nasledné pfenesena zpét z elektroporacni kyvety
do1,5 ml mikrozkumavky s250 pul SOC média a byla inkubovana na tfepacce
pfi teploté¢ 37°C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci bylo pfidano 500ul LB média. Pomoci
sterilnich hokejek byly transformacni smési rozetfeny na piedem pifipravené bakterialni
plotny (Bioassay trays 22 x 22; Genetix) s tuhym médiem 2YT médiem, které byly
posléze ulozeny dnem vzhtru do inkubatoru s teplotou 37°C po dobu 48 hodin, dokud
na nich nevyrostly pozitivni kolonie. Ty byly nasledné pomoci sterilnich paratek
pfeneseny do jamek na 96 jamkové desticce, ve kterych byl jiz rozdélen premix PCR
reakce (Tab. 1). Potom byla provedena PCR reakce, nasledovana elektroforézou
na 1,5% agar6ézovém gelu. Produkty PCR reakce byly sekvenovany na genetickém
analyzéru ABI 3730x1 DNA.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vybér markerii, anotace a navrzeni sekvenci

Z celkového poctu 7680 DArT markerit bylo 529 markeri zamapovano
na genetickou mapu jilku mnohokvétého (L. multiflorum Lam.). Ztéchto 529
zamapovanych markerit bylo vybrano 70 markert tak, aby vzdy 10 markert
rovnomérné pokryvalo jeden ze 7 chromozomi po celé jeho délce. Z vybranych 70
DArT markerd byly navrzeny primery, které byly objednany a pouzity v dalSich
krocich.

5.2. lzolace DNA

Z vysuSeného rostlinného materialu byla ziskana DNA vsech ¢tyf genotypt a byla
zméfena jeji koncentrace pomoci spektrofotometru (Tab. 9). Vzhledem k objemu,
do kterého byla DNA eluovana (200 ul), bylo u vSech genotypt ziskano dostate¢né

mnozstvi DNA pro vSechny analyzy.

Tab. 9 — Koncentrace vyizolované DNA namérend pomoci spektrofotometru.

Rostlina, genotyp Koncentrace DNA v ng/ul
Festuca pratensis LAURA 282,25
Festuca pratensis FURE 60,1
Lolium perenne MITOS 198,27
Lolium perenne PROLOG 199,3

5.3. Ovéreni specifity primeri

Bylo navrzeno 70 dvojic primert, které byly pouzity pii PCR reakcich s DNA
vSech c¢tyi genotypd (Obr. 4). DNA produkt u vSech ¢ty genotypd byl ziskan
u 29 ze 70 (41 %) dvojic primerd (Tab. 10). V péti pfipadech (7 %) nebyl ziskan
produkt pro zadny z genotypu. Vysledky amplifikace danych lokus jsou shrnuty

34




na Obr. 5. Pro dalsi vyuziti byly vybrany jen ty primery, které amplifikovaly DNA
produkty u vSech ¢tyt genotypu.

Obr. 4 — Priklad produktii amplifikace po elektroforetické separaci na 1,5% agarézovém
gelu, vytvorenych pomoci primer setut Lml 2 , Lml_ 3, Lml_ 4, Lml1 5, Lml_ 9,
Lml 10, Lm2_ 13, Lm4_33, Lm5 44, Lm5 46, Lm5 50 a Lm6_55 (M = Quick-Load®
100 bp DNA Ladder). Primery amplifikujici DNA produkt viech ctyir genotypii jSou

zvyrazneény zlutou barvou.

Mimt 2 Lml 3 Im4 tmi 5 1m 9 Lmt 10 tm2 13 1me 33 IS 44 1ms 46 Lns 50 Lms 55 M

Tab. 10 — Konkrétni primery amplifikujici DNA produkty vSech ctyi pouzitych genotypii.

Primer Primer
amplifikujicvi DNA | DArT LG amplifikujicvi DNA | DArT LG

produkt vSech marker produkt vSech marker

¢tyf genotypt Etyf genotypt
Lml1 2 555505 Lml Lm4_35 559734 Lm4
Lml_4 561021 Lm1l Lm4_38 356397 Lm4
Lml_5 562432 Lml Lm5_44 555996 Lm5
Lm1_9 560659 Lm1l Lm5_46 557172 Lm5
Lm1_10 558668 Lml Lm5_50 560153 Lm5
Lm2_13 557403 Lm2 Lm6_55 556542 Lm6
Lm2_16 356211 Lm2 Lm6_56 557966 Lm6
Lm2_20 355701 Lm2 Lm6_57 560359 Lm6
Lm3_21 561745 Lm3 Lm6_59 557419 Lm6
Lm3_23 557585 Lm3 Lm7_63 560247 Lm7
Lm3_26 562424 Lm3 Lm7_64 560268 Lm7
Lm3_28 560605 Lm3 Lm7_65 559867 Lm7
Lm3_30 557112 Lm3 Lm7_66 561977 Lm7
Lm4_32 557849 Lm4 Lm7_68 556838 Lm7
Lm4_33 561092 Lm4
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Obr. 5 — Specifita primerii

U ¢&tyr genotypu pozitivni
| U tfi genotypll pozitivni
U dvou genotypl pozitivni
@ U jednoho genotypu

pozitivni

U zadného genotypu
pozitivni

5.4. Sekvenace PCR produktii

DNA produkty ziskané PCR reakci byly sekvenovany (pomoci primert forward i
reverse) a pomoci pocitacového programu DNA Baser v. 2 byly sekvence ziskané
z obou konct spojeny do kontigi (Obr. 6). U deviti dvojic primerd (Lm2_20, Lm3_21,
Lm3_ 28, Lm3_30, Lm5_46, Lm6_56, Lm7_64, Lm7_66 a Lm7_68) se podafilo ziskat
sekvenci ze vSech ¢tyt genotypu. V dalSich analyzach byly pouzity prave tyto markery.

Obr. 6 — Cast sekvence contigu DNA produktii primerii Lm2_20R a Lm2_20F.

lly Assembly window - Contig Stepanl_2010-07-13 - Mismatches: 0

EAOEFQZOR.Eb]GCTGT TCTCCAGGTGACAACATCAGGGGTGCCCTCGEGGTGATTTGCACGCC
FE0S FpL 20F.abifc C T G T TCTCCAGGTGACAACATCAGGGGTGCCC A TTGCACGCC
Ruler Ge10) » w - :
CONTIG GCTGTAAGTCTCCAGGTGACAACAT CAGGGGTGCCCTCGGEGTGATTTGCACGCC
. |@Nm| aFlmshl wamal [4] =7 =] :

~maN ___--.|----qH-I-I-_‘-__--.‘--,_,----.---___|qﬂq_‘_ LLEEE LT -l -m!

-F!'ATGACGEGETAGCTGTAAGT CTCCAGGTGACAACAT CA GGGGTGEEETEGGTGATTTGCAEGEEAT'I
[ ]
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5.5. SNP analyza

Sekvence ziskané ze vSech Ctyi genotypti byly pro kazdy marker porovnany
pomoci programu Clustal W v softwarovém programu MEGA 4 (Obr. 7). U osmi
markerii obsahovaly porovndvané sekvence druhové specifické SNPS. Srovnani

sekvenci DNA produktu primeru Lm3_28 neodhalilo zadny polymorfismus.

Obr. 7 — Porovnani casti ziskanych sekvenci pocitacovym programem Clustal W
Vv softwarovém programu MEGA 4 u primer setu Lm5_46. SNPs jsou zaznaceny Sipkami
(Zluta Sipka znaci druhové specificky SNP).

: Alignment Expled

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DS ES =& WL | BB H 0B R X

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

o (o | | (o (o | (o (e | | (o o e o (o o (o (o e | (e (e | o e (e e e (o (e e (o o e e e | e o o (o (e e o

ImS 46 Fp Laura

Les 46 rp rure  HARRHRAERACRRASERAACHRARREAGRAANEARRRRARAR A naRHnRRTBH
Les 46 In icos ARRRHRRARAARRASERAADRRNRRRAGRARANEAARRRREAARHnaRdnRRABH
Les_46 In erolog {ARRHERARAARRAEERAACRRARRANERARANARAEERREAARNEARAANRRARREH

|

5.5.1. Analyza teplotnich kfivek DNA (HRM)

Pro rychlou detekci SNP byla testovana metoda HRM. Analyza s kombinaci
primer sett Lm2_20, Lm3_21, Lm3_30, Lm5_46, Lm6_56, Lm7_64, Lm7_66 a
Lm7_68 vSak nepotvrdila pfitomnost SNPs, které bylo mozné ocekavat na zakladé
pozorovani DNA sekvenci. Ve vzniklych clusterech se sdruzovaly genotypy obou rodi

a jejich kiizencu (Tab. 11).
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Tab. 11 — Presnd data analyzy teplotnich kiivek DNA (HRM) u primer setu Lm3_21.

Cervené jsou uvedeny genotypy jilku, zelené genotypy kostiavy a fialové genotypy jejich

krizencii.
Percent Percent

Vzorek Cluster Confidence Vzorek Cluster Confidence
Fp_Laura | Cluster 1 97.9 Lm_Mitos | Cluster 1 98.1
Fp_Fure Cluster 1 97.3 Lm_Mitos2 | Cluster 1 98.9
Lm_Prolog | Cluster 1 99.6 Lm_Mitos3 | Cluster 1 98.2
3108 Cluster 1 98.8 3650 Cluster 2 98.1
3661 Cluster 1 99.6 3659 Cluster 2 98.6
3662 Cluster 1 98.2 Lm_Mitosl | Cluster 2 97.9
C_1341 Cluster 1 98.0 3626 Cluster 3 98.5
C_1342 Cluster 1 99.2 3635 Cluster 3 99.0
C 1348 Cluster 1 98.7 3660 Cluster 3 100.0

Pro dalsi analyzy byly proto navrzeny nové primery (Tab. 12) tak, aby byl jejich

vysledny produkt kratsi

polymorfismi.

I v tomto pfipadé

(~100 bp) a obsahoval nejmensi

mozné mnozstvi

vSak vysledné teplotni ktivky nepotvrdily

polymorfismy pozorované na zakladé sekvenci. Do stejn¢ho clusteru se zatadily opét

genotypy kosttavy i jilku (Tab. 13), a to i pfes omezeni teplotniho intervalu (Obr. 9).

Tato metoda se tak ukézala jako nevhodna pro identifikaci SNPs mezi obéma druhy.

Tab. 12 - Primery navrzené pro HRM reakce.

Ngzev sekvence primeru
primer
CAGGTGAAGTGCATATAGTCATGT
Lm5_46S
TCCGTATGAATTGCCCAGT
GCTCCGTAGCTTCCTGTG
Lm6_56S
TGAAATGTGGATGGTACAGGT
AGAGGAAAAGCGAAGAGGAG
Lm7_64S
GCACCAGCACATAACTCCAT
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Tab. 13 — Presnd data analyzy teplotnich kiivek DNA (HRM) u primer setu Lm5_46S.

Cervené jsou uvedeny genotypy jilku, zelené genotypy kostiavy a fialové genotypy jejich

krizencii.
Cluster Cluster
Vzorek Percent Confidence Vzorek Percent Confidence
Lm_Prolog Cluster 1 92.0 3662 Cluster 1 99.7
Lm_Mitos Cluster 1 99.5 C 1348 Cluster 1 99.7
Lm_Mitosl Cluster 1 96.8 3659 Cluster 2 99.6
Lm_Mitos3 Cluster 1 99.3 C 1341 Cluster 2 96.5
3108 Cluster 1 98.1 C 1342 Cluster 2 98.6
3626 Cluster 1 98.8 Fp_Laura Cluster 3 99.1
3635 Cluster 1 99.8 Lm_Mitos2 | Cluster 3 87.6
3661 Cluster 1 95.2 3660 Cluster 3 99.6
3650 Cluster 1 99.4 Fp_ Fure Cluster 4 100.0

Obr. 9 — Normalizované teplotmi krivky pri pouziti primeru Lmb_46S s omezenim
teplotniho intervalu (77,2 — 79,2 °C).
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5.5.2. Single-base extension analyza

Detekce SNPs metodou SBE byla provedena pomoci ABI PRISM ® SNaPshot ™
Multiplex Kitu, nasledné s pouzitim genetického analyzéru ABI 3730xI DNA. Vysledky
byly vyhodnoceny pomoci programu GeneMarker®.

K single-base extension analyze byly navrzeny nové primery, které pii SNaPshot
reakci nasedaji na templatovou DNA na mistech bez SNPs tak, aby pravé prvni
prodluzujici znaceny dideoxynukleotid byl na mist¢ druhové specifického SNP.
Ze ziskanych sekvenci bylo mozno navrhnout primery spliujici tyto podminky jen

ve Ctyfech ptipadech (Tab. 14).

Tab. 14 — Primery navrzené pro SNapshot reakce.

Nazev primeru Sekvence 5°- 3’
Lm5_46LSBE TGGTAACATACAAAGGTGATAGTAAGAG
Lm6_56LSBE GTACCATCCACATTTCAAGAGTATAAT
Lm7_64LSBE ATGTTTTTCTCTTCTCTGGGGAT
Lm7_68LSBE TCATCATGTCTGTAGAAAGCATCAT

V piipadé markeru Lm5 46LSBE byl u dvou genotypu L. multiflorum pozorovan
jeden pik odpovidajici nukleotidu A. V piipad¢ F. pratensis byl u genotypu FURE
detekovan pik odpovidajici G a v pfipadé genotypu LAURA byly pozorovany dva piky
odpovidajici jak G tak A (Obr. 10).

U markeru Lm6_56LSBE byly u F. pratensis genotypu LAURA detekovany dva
piky odpovidajici G a T. U genotypu FURE byl pozorovan jeden pik odpovidajici T.
V pripad¢ L. multiflorum byl u genotypu MITOS detekovan jeden pik odpovidajici G.
U genotypu PROLOG byly detekovany dva piky odpovidajici G a T (Obr. 11).

V piipadé primeru Lm7_64LSBE byly pozorovany u obou genotypu F. pratensis
dva piky odpovidajici G a A. U obou genotypu L. multiflorum byl lokalizovan jeden pik
odpovidajici G (Obr. 12). U primeru Lm7_68LSBE byly u obou genotypt F. pratensis
detekovany dva piky odpovidajici G a A. U obou genotypu L. multiflorum byl
pozorovan jeden pik odpovidajici G. (Obr. 13).
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Obr. 10 — SNaPshot analyza produktu primeru Lm5_46LSBE
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Obr. 11 — SNaPshot analyza produktu primeru Lm6 56LSBE
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Obr. 12 — SNaPshot analyza produktu primeru Lm7_64LSBE
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Obr. 13 — SNaPshot analyza produktu primeru Lm7 68LSBE
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reakce byla znovu provedena u primerti Lm7_64LSBE a

Lm7_68LSBE. Nové¢ vysledky u primeru Lm7_64LSBE potvrdily ptedchozi analyzu.

V piipadé primeru Lm7_68LSBE u genotypu FURE F. pratensis byl pozorovan pouze
jeden pik odpovidajici G (Obr. 14).
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Obr. 14 — Druhd SNaPshot analyza produktu primeru Lm7 68LSBE U genotypu
F. pratensis FURE
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5.6. Zaklonovani PCR produktu pomoci TOPO® XL PCR

klonovaciho Kitu

Metoda SBE v nékolika pfipadech detekovala v mistech druhové specifickych
SNPs ptitomnost dvou moznych nukleotid, coz naznacovalo, ze by dané vzorky mohly
byt v danych SNPs heterozygotni. Ke zjisténi, zda se jedna o heterozygoty nebo
homozygoty, byla pouzita sekvenace. PCR produkty byly zaklonovany
do kompetentnich bunék TOP10 OR pomoci TOPO® XL PCR klonovaciho kitu. Poté
byly pieneseny na bakterialni plotny, kde pies noc vyrostly pozitivni kolonie. Pro kazdy
genotyp a primer set bylo vybrano 10 kolonii.

Byla provedena PCR reakce a ziskané DNA produkty byly sekvenovany.
Sekvence DNA produktu dvojice primeru Lm3 46 u genotypu Festuca LAURA
vykazoval z 86 % ptitomnost adeninu a ze 14 % piitomnost guaninu v daném SNP.
Ptitomnosti druhého nukleotidu nelze vyloucit, ze genotyp Festuca LAURA v Lm3_46
SNP neni heterozygotni. Obdobny vysledek byl i u DNA produktu dvojice primeru
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Lm6_56 u genotypu Festuca LAURA, kdy z 89 % byl v misté¢ SNP ptitomen guanin a
z 11 % tymin. Nelze tedy vyloucit, ze genotyp Festuca LAURA v Lm6_56 SNP neni
heterozygotni. DNA produkt stejné dvojice primeru u genotypu Lolium PROLOG
vykazoval 50% pfitomnost tyminu a guaninu zaroven. Genotyp Lolium PROLOG je
v Lm6 56 SNP heterozygotni. U sekvenci DNA produktii, ziskanych pomoci dvojice
primerd Lm7_64 (Festuca FURE a Festuca LAURA) a Lm7_68 (Festuca LAURA), byl
ptitomen ve 100 % piipadt guanin. Oba genotypy nejsou v Lm7_64 SNP a Lm7_68
SNP heterozygotni.
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6. DISKUZE

6.1. Identifikace kiFiZencii pomoci analyzy jedno-nukleotidovych

polymorfismi (SNPs)

vvvvvv

Oba rody se mezi sebou snadno kiizi a dvojice jejich homeolognich chromozému spolu
rekombinuji s vysokou frekvenci, to umoznilo vzniku mezirodovym k¥izencim s jejich
dopliujicimi se vlastnostmi (Humphreys et al, 1997), tzv. Festulolium. Od té doby bylo
po celém svété vyprodukovano mnoho uspéSnych komercnich kiizenct Festulolium,
ktefi se vyuzivaji po celém svété, a roste jejich ekonomicky vyznam. I pies to je znalost
genomické struktury téchto kiizencti mald. Prvnimi metodami, které umoznily analyzu
mezirodovych ktizenct, byly metody FISH a GISH (Kopecky et al., 2008). Dnes se
k identifikaci ktizenct Castéji vyuzivaji ptedev$im molekularni markery a do popiedi se
dostavaji SNPs markery, které se vyskytuji hojn€ napfi¢ celym genomem (Kwok 2001).
Technologie detekce SNP byla piivodné nékladna a ¢asové narocna, ale postupem casu
se vyvinula v automatizovatelnou, u¢innou a relativné levnou metodu detekce DNA
markert (Kwok a Chen, 2003)

Cilem této prace bylo ziskat 70 SNPs markerii rovnomérné rozlozenych
na kazdém ze sedmi chromozoému L. multiflorum (10 markerti na kazdém chromozomu)
a tyto SNPs detekovat pomoci metod analyzy teplotnich kiivek DNA (HRM) a Single-
base extension (SBE). To by umoznilo rychle a levné detekovat genomové slozeni
mezirodovych kiizenct Festuca x Lolium. Zvysila by se tim vyrazné znalost o struktuie
jejich genomu. V kone¢ném dusledku by tato metodika mohla vyrazné zefektivnit a

urychlit proces selekce béhem Slechténi novych odrad.

6.1.1. Metoda analyzy teplotnich kiivek DNA (HRM)

V této praci byla metoda HRM pouzita k detekci druhové specifickych SNPs
u dvou genotypil rodu jilku a kostfavy za ucelem identifikace rodicovskych genomi
v ktizencich. K detekci SNPs byla metoda HRM jiz difive pouzita pro detekci SNPs,
SSR markerti a INDELs u L. perenne L. (Studer et al., 2009).
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V této praci vSak metoda HRM nepotvrdila piitomnost SNPs, které byly predem
detekovany porovnanim ziskanych sekvenci. Do vzniklych clusteri se sdruzovaly
vzorky z obou rodt i pfes ptitomny polymorfismus. Proto byly navrzeny nové primery
zkracujici délku produktu (~100 bp). Pfesto ani analyza s novymi primery nedokazala
detekovat jednotlivé SNPs. Ztohoto hlediska se metoda ukazala byt neuspésna
pro identifikaci SNPs mezi obéma rody. V dalSich experimentech by bylo vhodné nové
navrhnout primery tak, aby jejich vysledny produkt byl krat§i nez nami generovany
(~100 bp). Délka produktu by se podle Studera et al., (2009) m¢la pohybovat ~ 43 bp
s délkou primeru od 18 do 24 bp a teplotou nasedani v rozmezi 57 az 61 °C. Tim by

mohly byt eliminovany mozné chyby, které vznikaji pti analyzovani delsich vlaken.

6.1.2. Metoda analyzy Single-base extension (SBE)

Dalsi z pouzitych metod detekce SNPs byla metoda Single-base extension (SBE).
V praci Hand et al., (2008) bylo zjedenacti TrZPT2 SNPs pomoci SBE uspésné
detekovano sedm (64 %), které ukazovaly segregaci F1 generaci rodu Trifolium spp.
Studie je podle autorti Siroce pouZitelnd na celou fadu allopolyploidnich taxond.
Vysledky potvrzuje 1 ptedkladand prace, kde se prokazalo, Ze metoda SBE je vhodna
pro identifikaci SNPs mezi rody jilku a kostfavy. U ¢ty analyzovanych genotypu bylo
s pomoci dvou (50 %) specialné navrzenych primeria (Lm5_46LSBE a Lm6_56LSBE)
mozno Uspeésné detekovat SNPs markery. Diky tomu bylo mozné ur¢€it, zda dany marker
v daném kiizenci pochazi z kostravy nebo jilku.

V naSem ptipad¢ bylo hodnoceni komplikovano detekci sekundarnich pikd, které
indikovaly, ze testované genotypy jsou vV daném SNP heterozygotni. Z tohoto divodu,
bylo provedeno zaklonovani PCR produkti testovanych genotypti pomoci TOPO® XL
PCR klonovacim kitem. Sekvenaci PCR produktu byla potvrzena heterozygotnost
v Lm6_56 SNP u genotypu L. multiflorum PROLOG. U genotypu Festuca LAURA
v Lm3_46 SNP a Lm6 56 SNP nebylo mozné heterozygotnost vyloucdit. V ostatnich
ptipadech byla pritomnost heterozygotnosti vyvracena. Metoda SBE se tak ukazala jako
nadéjna k identifikaci druhové specifickych SNPs u jilkl a kosttav a tudiz k podrobnym
studiim struktury hybridnich genomi. K Sir§Simu vyuziti této metody pro tyto ucely by
bylo ale nezbytné ziskat velké mnozstvi SNPs a vyselektovat pouze takové, které bude

mozné UspéSné detekovat. Pouze vétSi mnozstvi druhové specifickych SNPs
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rovhomérmné rozlozenych po genomu by ndm mohlo zajistit detailnéj$i pohled

na strukturu hybridnich genomt.
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7. ZAVER

Cilem ptedkladané prace bylo identifikovat druhové specifické SNPs a otestovat
metodu vhodnou K jejich detekci. To by vdlouhodobém horizontu vyznamné
prohloubilo znalost o struktufe hybridnich genomu. V praci bylo vybrano celkem 70
SNPs markert rovnomérné rozlozenych na kazdém ze sedmi chromozomu jilku
mnohokvétého (10 SNPs na kazdém chromozému).

Druhové specifické SNPs byly identifikovany na zakladé¢ sekvenovani PCR
produktl pfi pouziti primerit odvozenych z DArT markeri zamapovanych na genetické
mapé€ jilku mnohokvétého. Porovnanim jejich sekvence byly tyto druhové specifické
SNPs identifikovany. Pro rychlou a spolehlivou detekci téchto SNPs byly testovany dvé
metody: analyza teplotnich kiivek (HRM) a Single-base extension (SBE).

Metoda HRM byla neuspés$na i1 pfes navrzeni novych primeril, které velikost
analyzovanych DNA produkti zkracovaly na cca 100 bp, coz m¢lo pomoci zpiesnit
analyzu. Vytvoiené clustery ale nedokazaly postihnout pfitomny polymorfismus mezi
jednotlivymi genotypy. Metoda by mohla mit uplatnéni v daném tématu pii dalSim
omezeni velikosti PCR produktt, které by obsahovaly vzdy pouze jeden SNP. Toto
opatieni by mélo dale zptesnit vysledné udaje a zamezit seskupovani genotypu
do jednoho clusteru.

Data ziskana metodou SBE prokazaly potencial této metody pro studium struktury
genomu mezirodovych kiizenci Festuca x Lolium. Pro Sirsi vyuziti by vsak bylo tfeba
ziskat vétsi mnozstvi druhové specifickych SNP markerti, které by byly rovnomérné

rozmistény na vSech 7 chromozomech.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AFLP

BC1
BC2
bp

DAIT
DNA
dNTPs
dsDNA
F1

F2
FISH

G

Gbp
GISH
INDELs
ITS
PAGE
PCR
RAPD

RFLP

RT
SFP
SNPs
SBE
SSRs

adenin

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmentt (amplified fragment
lenght polymorfism)

prvni generace vznikla zpétnym kiizenim

druha generace vznikld zpétnym kiizenim

pary bazi (base pairs)

cytosin

Diversity Arrays Technology

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

deoxyribonukleosid trifosfaty

dvojtetézcova DNA

prvni filidlni generace

druha filidlni generace

fluorescencni in situ hybridizace

guanin

miliardy part bazi (giga base pairs)

genomova in situ hybridizace

inzerce a delece (insertions and deletions)

vnitini transkribovany mezernik (internal transcribed spacer)
polyakrylamidova gelova elektroforéza

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

nahodn¢ amplifikovana polymorfni DNA (randomly amplified
polymorphic DNA)

délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd (restriction fragment
length polymorphism)

pokojova (laboratorni) teplota (room temperatur)

Jedno-bodovy polymorfismus (single feature polymorphism)
jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
Single-base extension

jednoduché opakujici se sekvence (simple sequence repeat),

mikrosatelity
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Ta
Tm
trnL-F

thymin
teplota nasedani primeru (annealing temperature)
teplota tani (melting temperature)

vnitini mezernik (intergenic spacer)
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