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Souhrn

Msice zhoubna (Diuraphis noxia) je vyznamnym Sktdcem pSenice seté (Triticum
aestivum). Linie CI 2401 nese na kratkém rameni chromozému 7D gen Dncja01, ktery
podminiuje rezistenci k tomuto druhu msice ve form¢ antibidzy. Predkladand prace je
zameiena na genetické mapovani v oblasti zminéného genu.

Byly testovany detekéni metody vhodné pro vysokokapacitni analyzu genotypu
mikrosatelitovych markerd v rdmci mapovaci populace F,.3 odvozené z kiizeni rezistentni
linie CI 2401 scitlivou odridou Glupro. Byla porovnavana kapilarni elektroforéza,
elektroforéza v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu a elektroforéza v denaturujicim
polyakrylamidovém gelu. Metody byly srovnavany za pouziti tfi mikrosatelitovych
markerd ve vazbé na gen Dnca401, jejichz alely se v pouzité mapovaci populaci lisi pouze o
2 bp. Elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu a kapilarni elektroforéza se
ukézaly jako metody vhodné pro vysokokapacitni analyzu téchto mikrosatelitovych
marker. Tyto dvé metody poskytuji srovnatelné rozliSeni. Elektroforéza v
nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu, byla vyhodnocena jako nevhodna pro zminény
ucel z divodu nedostate¢ného rozliseni a Spatné reprodukovatelnosti vysledkd.

Soucasti prace bylo dale odvozovani novych markert za u¢elem zahuSténi stavajici
mapy v okoli studovaného genu. Markery byly odvozovany z BAC klont z knihovny DNA
specifické pro kratké rameno chromozomu 7D (7DS). Na zakladé znalosti koncovych
sekvenci sedmi BAC klont (BES) a kompletnich sekvenci ¢tyt BAC klont nachézejicich
se Vv blizkosti genu Dncja401 byly navrZeny primery pro 52 potencialnich markeri, z toho 14
mikrosatelitovych (SSR) markerti, 33 markery ISBP a 5 markeri IRAP. VSechny tyto
markery byly testovany na polymorfismus mezi rodi¢i mapovaci populace. Polymorfismus

byl detekovan pouze v piipadé jednoho mikrosatelitového markeru (MS1).



Summary

Russian wheat aphid (Diuraphis noxia) is an important pest of bread wheat
(Triticum aestivum). CI 2401 line carries on the short arm of chromosome 7D Dncja401
gene that underlies resistance to this aphid species in the form of antibiosis. This thesis is
focused on genetic mapping in the Dncj2401 region.

We compared detection methods suitable for high-througput genotyping
microsatellite markers employing a F,.3 mapping population derived from a cross of
resistant line CI 2401 with susceptible cultivar Glupro. Separation by capillary
electrophoresis, electrophoresis in non-denaturing polyacrylamide gel and electrophoresis
in denaturing polyacrylamide gel and were confronted. The methods were compared using
three markers linked to the Dncj2401 gene whose alleles differ by only 2 bp in the applied
mapping population. Electrophoresis in denaturing polyacrylamide gel and capillary
electrophoresis have proved to be suitable for high-throughput analysis of these
microsatellite markers. These two methods provide comparable resolution. Electrophoresis
in non-denaturing polyacrylamide gel was evaluated as unsuitable for the above-mentioned
purpose because of unsufficient resolution of the gel and poor reproducibility of results.

Another aim of this work was deriving new markers for increasing density of
genetic map around the gene of interest. The markers were derived from BAC clones of
a DNA library specific for the short arm of 7D chromosome. Based on the knowledge of
BAC-end sequences of seven BAC clones and the complete sequence of four BAC clones
located near the Dnc2401 gene, primers were designed for 52 potential markers, including
14 microsatellite (SSR) markers, 33 ISBP markers and 5 IRAP markers. All these markers
were tested for polymorphism between parents of the mapping population. Polymorphism
was detected only in case of one microsatellite marker (MS 1).
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1. Uvod

PSenice seta (Triticum aestivum) je ekonomicky vyznamnou plodinou, ktera
poskytuje potravu pro 35% obyvatelstva svéta (http://www.cimmyt.org/). Je péstovana na
217 milionech hektaru (FAOstat, 2008) a v objemu produkce ji pfed¢i jen ryZze a kukufice.
Se vzristajicim poétem obyvatel je nutné zajistit i zvySenou produkci této plodiny. Vynos
muze byt snizovan pisobenim nejriznéjsich skodlivych organismi. Jednim z vyznamnych
Skidct pSenice seté je mSice zhoubna (Diuraphis noxia, Kurdjumov). Tento Skidce pisobi
nemalé¢ ckonomické ztraty ve vétSin€ oblasti, kde se pSenice péstuje. Chemické
I biologické postupy hubeni msice zhoubné jsou neucinné. Proto se jevi jako nejvyhodnéjsi
zpusob ochrany péstovani odrid nesoucich geny pro rezistenci vici tomuto Skidci. Ty lze
ziskat bud’ Slechténim odrid nesoucich geny pro rezistenci, nebo vnaSenim téchto gent do
citlivych odrid metodami genového inzenyrstvi. V obou piipadech je tifeba nalézt
dostatecné mnozstvi markerti v tésné blizkosti genu pro rezistenci, coz je pfedmétem
genetického mapovani. Tyto markery mohou byt pouzity pro selekci za pomoci markert
(MAS, marker assisted selection), ktera vyrazné urychluje proces $lechténi, a také pii
pozi¢nim klonovani genu pro rezistenci. Genetické mapovani je v ptipadé pSenice seté
znesnadiiovano znac¢nou velikosti genomu (17 Gb; Bennett et Smith, 1991) a zejména
pritomnosti tfi homeologickych subgenomti.

Genetickym mapovanim v oblasti jednoho z genti pro rezistenci k msici zhoubné,
konkrétné¢ genu Dncjaa01, se zabyva predklddand prace. Konstrukce vysokohustotni

genetické mapy v oblasti tohoto genu by se méla stat zakladem pro jeho pozi¢ni klonovani.



2. Cile prace
» Vypracovani literarni reSerSe na zadané téma
* Porovndni detekénich metod vhodnych pro analyzu genotypu mikrosatelitovych
markert ve velkém méfitku

» (Odvozovani markerid za uc¢elem zahus$téni genetické mapy v oblasti genu Dncj2401



3. Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 PSenice seta (Triticum aestivum)

PSenice seta (Triticum aestivum) je fazena do Celedi Poaceae a tribu Triticeae.
Celed’ Poaceae zahrnuje vice nez 10 000 druhti a 651 rodi rostlin. Souéasti tribu Triticeae
jsou kromé rodu Triticum také rody Aegilops (mnohostét), Secale (zito) a Hordeum
(je¢men). Zakladni chromozomové ¢islo (x) v ramci téchto roda je 7. Do tribu Triticeae
nalezi jak diploidni druhy (Hordeum vulgare, Secale cereale), tak tetraploidni druhy
(Triticum durum), hexaploidni druhy (T. aestivum, Triticale) a rovnéz né€které oktaploidni
druhy Triticale. Druhy v ramci tribu Triticeae jsou si blizce ptibuzné, tudiz je mezi nimi
mozné vytvaret fertilni hybridy. V poslednich 100 letech dochdzelo k intenzivnimu
Slechténi druhd v ramci Triticeae, coz vedlo ke zna¢nému zvySeni vynosu a kvality téchto
plodin (Feuillet et al., 2008).

Rod Triticum zahrnuje diploidni, tetraploidni i hexaploidni druhy. T. aestivum je
allohexaploidni druh, jehoz genom je tvofen tfemi subgenomy, zna¢enymi pismeny A, B
a D. Diploidni pocet chromozomil je 42 (2n = 6x = 42, AABBDD). Chromozémy 1 — 7
Vv jednotlivych diploidnich subgenomech (A, B, D) jsou si evolu¢né velice piibuzné a jsou
oznacovano jako homeologni. Homeologni chromozomy z jednotlivych subgenomii nejsou
zcela identické, ale vykazuji znacnou podobnost. Proto se mohou tyto chromozémy do
ur€ité miry parovat, coz umoziuje mezidruhové kiizeni a genové manipulace (Gustafson et
al., 2009).

Dnes péstovana hexaploidni pSenice je pfevazné samosprasnym druhem, jehoZz
diverzita je reprezentovana v ptirodé mnozstvim klonti. V soucasné dobé je péstovano
ptiblizné 25 000 raznych odrid (kultivard) (Gustafson et al., 2009). K evoluci druhu
T. aestivum doslo na zakladé dvou po sobé nasledujicich hybridizaci (obr. 1), K nimz
dochézelo v oblasti tzv. Urodného pulmeésice (Izrael, Jordansko, Turecko, Syrie, fran, Irak)
(Keller et al., 2005, Feuillet et al., 2008). V prvni fazi pravdépodobné doslo k hybridizaci
mezi diploidnim druhem T. urartu (2n = 2x =14, AA) a dosud neznamym diploidnim
druhem ze sekce Sitopsis, ktery poskytl genom B a byl blizce ptibuzny s Aegilops
speltoides (Feuillet et al., 2008). Vysledkem této hybridizace, k niz dosSlo pted 0,5 —
3 miliony let (Keller et al, 2005), byl tetraploidni druh T. turgidum (2n = 4x = 28, AABB),
jenz byl domestikovan pted vice nez 10 000 let. Dnes je ekonomicky vyznam T. turgidum
pomérné maly, ve vétsi mife je péstovan pouze poddruh T. turgidum ssp. durum (psenice
tvrdd) za ucelem produkce téstovin (Feuillet et al., 2008). Pred 8 000 let doslo
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k hybridizaci T. turgidum s diploidnim donorem genomu D, Ae. tauschii (2n = 2x = 14,
DD). Vysledkem tohoto kiizeni byla hexaploidni pSenice T.aestivum s genomovou
konstituci AABBDD (Keller et al., 2005). Diploidni genom Ae. tauschii vnesl do genomu
hexaploidni pSenice geny umoziujici lepsi adaptaci pSenice na kontinentalni klima, coz
umoznilo vétsi geografické rozsifeni hexaploidniho T. aestivum oproti tetraploidnimu
T. turgidum (Feuillet et al., 2008). Evoluce rodu Triticum je jednim z nejlepSich modela
polyploidizace, ¢astého zpusobu evoluce u rostlin. Tato forma evoluce vedla ke vzniku
uspésného druhu, ktery je vysoce adaptabilni k Sirokému spektru podminek prostiedi.
Mutace V jednotlivych genomech vedly ke zvySeni variability a samosprasny zptisob
rozmnozovani pSenice umoznil akumulaci téchto mutaci (Gustafson et al., 2009).

Vyzkum genomu pSenice je zna¢né komplikovany vzhledem k jeho sloZitosti
a velikosti (1C = 16 974 Mb; Bennett et Smith, 1991). Kazdy samostatny chromozom
pSenice je veétsi nez cely genom ryze. Velikosti jednotlivych chromozému se pohybuji
v rozsahu 605 — 995 Mb (Dolezel et al., 2009). Genom psenice je tvotfen jedine¢nymi nebo
nizkokopiovymi sekvencemi obklopenymi oblastmi s vysoce repetitivni DNA. Repetitivni

DNA tvofti vice nez 80 % genomu pSenice (Smith et Flavell, 1975).

Triticum urartu druh pfibuzny s
(2n = 2x =14, AA) Aegilops speltoides
(2n = 2x = 14, BB)

]

|
Triticum turgidum Aegilops tauschii
(2n = 4x = 28, AABB) (2n =2x =14, DD)
l ]

Triticum aestivum
(2n = 6x = 42, AABBDD)

Obr. 1: Schéma hybridiza¢nich udalosti v prib&hu vyvoje genomu psenice seté (Triticum aestivum)
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3.2 MSice zhoubna (Diuraphis noxia)

3.2.1 Charakteristika mSice zhoubné

MsSice zhoubna (Diuraphis noxia, Kurdjumov) je fazena do fadu stejnokiidli
(Homoptera), celedi msicoviti (Aphididae). Jedna se o vyznamného sktudce pSenice
(T. aestivum) a je¢émene (Hordeum vulgare) (Ennahli et al., 2009).

Zastupci Celedi msSicoviti jsou celosvétové rozSifenymi Skidci rostlin, jejichz
vyskyt je vazan na rozSifeni hostitele. MSice jsou povazovany za agronomicky
nejskodlivejsi hmyzi skudce (Franzen et al., 2008). Celkovy pocet druhti v ramci celedi
Aphididae se odhaduje na 3 000 (Krejca et Korbel, 2001). Jedna se o herbivorni hmyz
S bodavé savym Gstnim Ustrojim, jenz poSkozuje rostlinu sanim tekutin z rostlinnych pletiv.
Pfi pfijimani potravy dochazi k vyluCovani slin obsahujicich enzymy, které vyvoldvaji
poskozeni rostliny. Sou¢asné muze pii napadeni rostliny dochazet k ptfenosu virovych
a jinych chorob. Rozmnozovaci schopnost tohoto hmyzu je obrovska. Pfemnozeni mutze
vézt az ke smrti rostliny.

Ptivodni vyskyt msice zhoubné (Diuraphis noxia) je v oblasti Afganistanu, Iranu,
jizniho Ruska a v zemich okolo Stfedozemniho mote. Koncem 70. let 20. stoleti se zacal
tento Sktdce $ifit pies Stfedni vychod dale do Afriky, Evropy a Severni a Jizni Ameriky.
V druhé poloving¢ 80. let jiz zpisobovala mSice zhoubnd v téchto zemich nemalé
ekonomické ztraty (Smith et al., 2004a).

Napadeni rostliny msSici zhoubnou se projevuje vyskytem bilych ¢i Zlutych
podélnych pruhlt na listech a soucasnym svinovanim listd. V poskozenych pletivech
dochazi ke snizeni mnozstvi chlorofylu a a b a karotenoidd, coz vede ke snizené
schopnosti vyuzit svételnou energii, a k poklesu fotosyntézy (Franzen et al., 2008). Nizsi
vyuzitelnou pro fotosyntézu. Svinuté listy poskytuji mSicim ukryt a vhodné misto
k rozmnozovani. Takto ukryté msice jsou chranény pted ucinky pesticidi a biologickych
agens (napf. entomopatogenni houby) pouzivanych k jejich eliminaci (Gutsche et al., 2009,
Ennahli et al., 2009). Jelikoz jsou chemické i biologické zpisoby hubeni Skodlivého
hmyzu v ptipadé msice zhoubné netéinné, jevi se jako Géinny, ekonomicky a bezpec¢ny pro
Zivotni prostfedi vyvoj novych odriild nesoucich geny rezistence k tomuto Skodlivému
organismu (Liu et al., 2002, Gutschke et al., 2009). Dalsi piekazkou v boji s timto

organismem je jeho schopnost vyvijet nové virulentni biotypy (Ennahli et al., 2009).
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3.2.2 Rezistence k msici zhoubné u pSenice seté

3.2.2.1 Kategorie rezistence

Rezistence je schopnost hostitele potla¢it nebo oddalit aktivitu Skodlivého
(patogenniho) organismu. Jedna se tedy o schopnost hostitelského organismu odolat nebo
klast odpor patogennimu agens, ptipadn¢ zmensit nebo piekonat U¢inky jeho pusobeni.
(Kudela et al., 1989). Rezistence je souborem dédi¢nych vlastnosti rostliny vedoucich
k mensimu poskozeni pfi napadeni skiidcem v porovnani s citlivou rostlinou (Smith, 2005).
Organismus oznaCovany jako citlivy (ndchylny) neni schopny se invazi Skodlivého
organismu branit a piekonat jeji nasledky (Kudela et al., 1989).

U rostlin se vyskytuji tfi kategorie rezistence vic¢i msicim — antixendza, antibi6za
a tolerance (Smith, 2005).

Antixen6za (non-preferance) je souborem morfologickych a chemickych faktord,
které u $kodlivého organismu vyvolaji zménu vybéru hostitelské rostliny. Skidce
rezistentni rostlinu nepreferuje a jako hostitele si vybira rostlinu jinou. Antixenodza je
zalozena na tvorb¢ fyzikalnich bariér (zesilené vrstvy pokozky, zvySend hustota trichomil)
a produkci chemickych latek. Chemické latky Skiidce odrazuji od konzumace ¢i kladeni
vajicek, nékteré z téchto latek mohou byt pro jeho organismus toxické (Smith, 2005).

Antibiéza zahrnuje morfologické i chemické faktory, jez plsobi negativné na
biologické funkce $kodlivého organismu. U¢inky antibiézy mohou byt mirné az letalni.
Plsobeni antibidzy se projevuje akutné (ptsobeni na vajicka a niZsi vyvojova stadia), nebo
chronicky (vede k mortalité v pozdéjsich fazich vyvoje). Jedinci, ktefi jsou schopni u¢inky
antibiézy piezit, nesou rizna vyvojova poSkozeni, Casto nedospivaji a maji snizenou
plodnost (Smith, 2005).

Tolerance je schopnost rostliny odolat a zotavit se po napadeni Skodlivym
organismem. Jedna se o vlastnosti rostliny, které umoznuji pfeziti a zarovefi novy vyvoj
infikovanych ¢asti po jejich zniCeni a odstranéni. Rostliny, jeZ jsou tolerantni k napadeni
Skidcem, obvykle nevyzaduji antixenotickou a antibiotickou rezistenci. Z hlediska
pusobeni na evoluci Skodlivého organismu je tolerance pro péstitele nejlepSim typem
rezistence. V pftipad¢ tolerance nehraje roli interakce Skudce-hostitel (jako je tomu
U antixendzy a antibidzy), rostlina na Skodlivy organismus nepiisobi negativné a nedochazi

tak k selek¢nimu tlaku, jenz by vedl k vyvoji novych virulentnich biotypt (Smith, 2005).
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3.2.3 Vyskyt a prehled genii podmifiujicich rezistenci k mSici zhoubné
Rezistence k msici zhoubné u pSenice je podminéna n¢kolika riznymi geny. Tyto
geny mohou podminovat vSechny tii typy rezistence - antixenozu, antibidézu i toleranci.
Blize je charakterizovano minimalné 11 rliznych gent rezistence pochazejicich z pSenice,
zita a Aegilops tauschii. Prvnich 11 gent je znaCeno potadovym c¢islem ¢i pismenem
(Dn1 — Dn9, Dnx, Dny). Kromé¢ téchto gent, které jsou uvedeny v tabulce 1, existuje fada
dalSich genii pro rezistenci, které jsou znaCeny nazvem linie, ze které dany gen pochézi.
Prikladem jsou geny Dncjog01 (Voothuluru et al., 2006) a Dnas4 (Peng et al., 2007).
Vsechny geny uvedené v tabulce jsou geny dominantni s vyjimkou recesivniho genu dn3,
ktery pochazi z Aegilops tauschii. Dale byly zamapovany QTL pro rezistenci podminujici

antixenozu a antibiézu (Castro et al., 2004).

Tab. 1: Pi‘ehled genti pro rezistenci k m§ici zhoubné

Gen | Zdroj Lokalizace v Pivodni vyskyt | Reference
(linie pSenice) | genomu genu

Dnl | P1137739 7DS pSenice Du Toit, 1987
blizko centromery

Dn2 | Pl 262660 7DS pSenice Du Toit, 1987
blizko centromery

dn3 CO 03810 - Aegilops tauschii | Nkongolo et al., 1991

SQ24
Dn4 | P1372129 1DS pSenice Nkongolo et al., 1991,
Liu et al., 2002

Dn5 | Pl 294994 7DS pSenice Du Toit, 1987, Marais
blizko centromery et Du Toit 1993

Dn6 | P1243781 7DS pSenice Nkongolo et al., 1991,

Cl 6501 blizko centromery Saidi et Quick 1996

Dn7 | 94M370 translokace Zito Marais et al., 1994,
1RS.1BL 1998

Dn8 | Pl 294994 7DS pSenice Liuetal., 2001
blizko telomery

Dn9 | Pl 294994 1DL pSenice Liuetal., 2001

Dnx | P1220127 7DS pSenice Harvey et Martin
blizko centromery 1990

Dny | P1220350 - pSenice Martin et al., 2001

Populace msSice vykazuji nemalou biotypovou variabilitu. Celosvétové bylo
identifikovano nejméné 8 biotypti msice zhoubné (Puterka et al., 1992). Virulence
jednotlivych biotypt z riznych lokalit v ramci celého svéta k odriddm nesoucim geny pro
rezistence je velmi variabilni. Naptiklad populace msic ze Stiedni Evropy, Ruska, Syrie
a Etiopie jsou virulentni k rostlinam nesoucim gen Dn4 (Smith et al., 2004b). Populace
msic z Mad’arska jsou virulentni ke genim Dnl, Dn2, Dn4 a Dn5 (Basky, 2002), etiopské

populace jsou virulentni ke genu Dny a populace z Cile pak ke genu Dn4.
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V USA byl plivodné identifikovan pouze jediny biotyp msSice, oznacovany jako
biotyp 1. K tomuto biotypu byly rezistentni odridy nesouci gen Dn4, ktery byl vnasen do
genomu hostitelskych rostlin pravé za ucelem ochrany pSenice proti msici zhoubné.
Pozd¢ji se vsak ukazalo, Ze populace msSic z nékterych stati USA se stavaji virulentni vici
tomuto genu a dalsim genim rezistence Dnl, Dn2, Dn5, Dn6 a Dny (Randolph et al.,
2003). V roce 2003 byl identifikovan novy biotyp - biotyp 2. Jedna se o prvni zménu ve
virulenci ms$ice zhoubné v USA (Peng et al., 2009). V soucasnosti jiz byla prolomena
rezistence podminéna vSemi geny uvedenymi V tabulce 1 s vyjimkou genu Dn7. Z tohoto
divodu bylo tfeba identifikovat nové zdroje rezistence. Ty je mozno najit zejména v liniich
a starych krajovych odridach (landrasach) pochazejicich ze Stiedni Asie (Peng et al.,
2009). Ptikladem je linie pSenice CI 2401, kterd vykazuje rezistenci vici biotypu 2, ktera
je zalozena na antibidze. Tato linie nese dva dominantni geny, z nichZ jeden je shodny
sgenem Dn4, zajistujicim rezistenci k biotypu 1 (Dong et al., 1997). Druhy gen
podminuje rezistenci k biotypu 2. Tento gen je lokalizovan na kratkém rameni
chromozému 7D (7DS) a nese oznaceni Dncjaa01. Peng et Lapitan (nepublikovano)
konstruovali genetickou mapu okoli tohoto genu, které je tvofena sedmi mikrosatelitovymi

markery v rozsahu 17,8 cM (obr. 2).

oo Hogwm111-2
23~ - ¥harc214
25 T Hefded

41—t Dncison

88— Hgwmd73-1
6.2 =T ®barc128-2
BB T ®cfd14

178 Kharcl72

Obr. 2: Geneticka mapa okoli genu Dnc 4201
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Rezistence k biotypu 2 byla nalezena u celé fady dalSich linii a odrid. V tabulce 2

jsou uvedeny dosud identifikované rezistentni linie pSenice.

Tab. 2: Piehled linii nesoucich rezistenci k msici zhoubné biotypu 2

Nazev odridy | Zemé piivodu Nazev odrudy Zemé puvodu

1 Cl 2401 Tadzikistan 28 | P1621392 fran
2 Cl 11349 Bulharsko 29 | P1621394 fran
3 Pl 134134 Afghénistan 30 | P1621421 fran
4 Pl 135064 Afghénistan 31 | P1621458 fran
5 Pl 140213 fran 32 | P1621460 fran
6 Pl 220131 Afghénistan 33 | PI621462 fran
7 Pl 221482 Afghanistan 34 | PI1621721 fran
8 Pl 243659 fran 35 | P1621736 fran
9 Pl 245583 Afghénistan 36 | P1621837 fran
10 | PI283886 Afghénistan 37 | P1622843 fran
11 | P1347006 Afghénistan 38 | P1622009 fran
12 Pl 352008 Kazachstan 39 Pl 622083 Irén
13 | P1366103 Egypt 40 | P1622205 fran
14 | P1366518 Afghénistan 41 | P1622219 fran
15 | P1366572 Afghénistan 42 | P1622278 fran
16 | P1366589 Afghénistan 43 | P1622769 fran
17 Pl 572652 Kazachstan 44 Pl 622825 Irén
18 | P1620913 fran 45 | P1622826 fran
19 | P1620951 fran 46 | P1622831 fran
20 | P1620991 fran 47 | P1622855 fran
21 | P1621019 fran 48 | P1623081 fran
22 | PI1 621097 fran 49 | P1623611 fran
23 | PI 621117 fran 50 | P1623825 fran
24 | PI1621123 fran 51 | P1623836 fran
25 | PI1 621154 fran 52 | Pl 624151 fran
26 | Pl 621256 fran 53 | Pl 624152 fran
27 | P1621362 fran

Upraveno podle Peng et al. (2009).

Identifikace odrid a linii nesoucich rezistenci k msSici zhoubné je nezbytna pro

vytvofeni ochrany pred timto Skidcem. Jednou z moznosti ochrany je vnaseni

identifikovanych gent pro rezistenci do péstovanych odrid. To Ize provadét jak metodami

genoveho inZenyrstvi, tak klasickymi Slechtitelskymi postupy. V obou piipadech je potieba

nalézt markery v co nejtésnéjsi blizkosti studovaného genu, coz je predmétem genetického

mapovani. Nalezené markery mohou byt pouzity jak pro pozi¢ni klonovani pfislusného

genu, tak vramci Slechténi pro selekci za pomoci markeru (MAS, marker assisted

selection).
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3.3 Genetické mapovani

3.3.1 Uvod ke genetickému mapovani

Genetické mapy spolu s mapami fyzickymi poskytuji podklady pro pozi¢ni
klonovani gend, pfipadné¢ sekvenovani genomu. Genetickd mapa predstavuje relativni
potadi lokust (genetickych znacek — markerti) na chromozému. Toto potadi je zjisténo na
zéklad¢ frekvence rekombinace mezi studovanymi lokusy.

Rekombinace je jev vyskytujici se v pribéhu meiotického déleni, které vede ke
vzniku gamet. V profazi meidzy dochazi k parovani homolognich chromozomu a k fyzické
vymeéné genetického materialu v disledku procesu nazyvaného crossing-over. V ptipadg,
ze jsou vSechny lokusy homozygotni, se gamety genotypové nelisi od rodicovskych
chromozéml.. Pokud ovSem dochdzi krekombinaci chromozémi nesoucich geny
V heterozygotnim stavu, jsou vysledkem rekombinace kromé& chromozomi, které se
shoduji s rodi¢ovskymi, také chromozémy s novymi kombinacemi alel gend. Geny
nachazejici se na jednom chromozomu jsou ve vazbé. Sila vazby mezi jednotlivymi lokusy
zavisi na jejich vzajemné vzdalenosti, ale také na struktufe chromozomu. Rekombinace je
omezena v oblasti centromery a telomer a rovnéz v blizkosti heterochromatinovych oblasti
(jev nazyvany pozitivni interference).

Lokusy, které jsou blizko sebe, podléhaji rekombinaci s mensi pravdépodobnosti
nez lokusy vzdalené. MnoZstvi crossing-overil je tedy funkci vzdalenosti danych lokust.
Pravdépodobnost kazdého crossing-overu, ke kterému dojde béhem jedné meidzy, udava
frekvenci rekombinace (r). Frekvence rekombinace je pak zakladem pro urceni
genetickych vzdalenosti mezi lokusy. Hodnota frekvence rekombinace je pfevadéna na
mapové jednotky centiMorgany (cM). Vzdalenost uvadéna v centimorganech numericky
odpovida frekvenci rekombinace vyjadiené v procentech. Jeden cM je geneticka
vzdalenost mezi dvéma lokusy s frekvenci rekombinace, ktera ¢ini 1%. Relativni
vzdalenost definovana jako 1 ¢cM odpovida riznym fyzickym vzdalenostem v fadech tisicii
az miliont parh bazi, v zavislosti na organismu, a také na oblasti chromozomu, ve které se
studované lokusy nachazeji, pfipadné zda plsobi pozitivni interference (Mihovilovic et al.,
2008).
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3.3.2 Zakladni princip urceni vzdalenosti na genetické mapé
Vzdalenosti mezi jednotlivymi lokusy jsou ur¢ovany z frekvence rekombinaci mezi
nimi. Pro stanoveni vzdalenosti dvou lokusii je vyuzivan dvoubodovy test. Potadi tii

lokust a jejich vzdalenost jsou stanoveny tiibodovym testem.

Dvoubodovy test

Pro stanoveni vzdalenosti dvou lokusi (A a C) je provedeno testovaci kiizeni
(obr. 3). Jsou kiizeni dva jedinci lisici se fenotypové ve dvou studovanych znacich
(dihybridni kfizeni). Heterozygotni jedinci F; generace jsou poté kiizeni s rodi¢em, ktery je
pro dané znaky recesivnim homozygotem. V piipad¢ volné kombinovatelnosti vloh by se
ve vzniklém potomstvu (F,) mély vyskytovat mozné genotypy v poméru 1:1:1:1. Pokud je
ale mezi studovanymi geny vazba, budou se nékteré kombinace genotypi vyskytovat

Castéji a jiné méng¢ Casto v zavislosti na sile vazby.

A B

P: ACIAC x aclac
gamety: AC ac
A a a a
C c c c
Fy: AClac x aclac
gamety: AC Ac aC ac ac
A a A a a a a a
[} c ¢ c C c ¢ c
Fy: AClac Aclac aClac acfac

Obr. 3: Postup testovaciho kiiZeni

Genotypy, které se budou v F, generaci vyskytovat ve vétSim poctu budou odpovidat
rodicovskym genotypim. V tomto piipadé mezi lokusy nedoslo k rekombinaci. Genotypy,
které jsou zastoupeny v menSin¢, odpovidaji rekombinantnim genotypim. Pokud
vypocitame podil jedinci s rekombinantnim genotypem, ku celkovému poctu jedinci,

zjistime frekvenci, se kterou mezi danymi lokusy dochazi k rekombinaci.

I = (pocet rekombinantnich genotypti / celkovy pocet genotypti) * 100
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Vysledkem je procentudlni zastoupeni rekombinantnich genotypt, které odpovida
vzdalenosti studovanych lokusi na genetické mapé, vyjadiené v centiMorganech

(Mihovilovic et al., 2008).

Tiibodovy test

Ttibodovy test umoznuje zjistit pofadi a souCasné¢ vzdalenost tfi riznych lokust,
které jsou ve vazb¢ (lokusy A, B, C). Testovaci kifizeni je provadéno stejnym zpiisobem
jako v ptipad¢ dvoubodového testu, stim rozdilem, ze v F, generaci je pfitomno
8 genotypovych stépnych tfid. V ptipadé studia tii lokust je tfeba uvazit moznost vyskytu
dvojitého crossing-overu. Stejn¢ jako u dvoubodového testu jsou nejCetnéji zastoupeny
rodi¢ovské genotypy. Jedinci, ktefi vznikli z gamet, u nichz doslo k dvojitému crossing-
overu, jsou zastoupeni v nejmen$im poctu. Pro zjisténi vzdalenosti mezi lokusy A a C je
nejprve vypocitana vzdalenost mezi lokusy A a B a poté mezi lokusy B a C. Zjisténé
hodnoty jsou secteny. Vzdalenost mezi lokusy A a C vypocitana tfibodovym testem je
vys§i ve srovndni s hodnotou ziskanou dvoubodovym testem, protoZe je zvazovana
moznost vyskytu dvojitého crossing-overu mezi lokusy A a C. Dvojity crossing-over neni

v piipadé dvoubodového testu detekovatelny (Mihovilovic et al., 2008).

Pii zplsobu, jakym je genetickd vzdalenost pocitana, neni moZné pii vypoctu
vzdélenosti dvou lokust urcit vétsi vzdalenost nez 50 cM. Pokud jsou dva geny od sebe
dale, nelze zjistit, zda jsou na jednom chromozému nebo na dvou riznych chromozémech,
pokud neni vyuZito jiného zplsobu detekce. Linearni vztah mezi frekvenci rekombinace
a genetickou vzdalenosti dvou lokusii plati pouze v rdmci vzdalenost < ~7 ¢cM. Pokud je
vzdalenost vySsi neZ tato hodnota a neni zndm Zadny dalsi lokus mezi studovanymi dvéma
lokusy, neni mozné zarucit, zda mezi nimi nedoSlo k dvojitym nebo vicenasobnym
crossing-overum. Ziskané hodnoty proto mohou byt zkreslené. Pro vétsi vzdalenosti nez
7 cM je tteba pouzit statistickou upravu. K upravé odchylky od linedrniho vztahu jsou
pouzivany dva typy mapovacich funkci — Haldaneova a Kosambiho funkce (Haldane,
1919; Kosambi 1944).

Pro tvorbu genetick¢é mapy je zapotiebi ziskat data z velkého poctu jedincl. Za
timto ucelem jsou vytvafeny mapovaci populace jako zakladni nastroje pro konstrukci
genetickych map. Velkd mnozstvi dat ziskana analyzou jedincti z mapovacich populaci

jsou rutinné zpracovavana pocitaovymi programy. Mezi nejcastéji pouzivané patii napf.
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program MAPMAKER v3.0 (Lander et al., 1987) nebo JoinMap (Stam, 1993), existuje

vSak fada dalSich programt.

3.3.3 Mapovaci populace

Mapovaci populace jsou nastrojem pro urceni rekombinacni vzdalenosti mezi
studovanymi lokusy a tedy néstrojem nezbytnym ke konstrukci genetickych map.
Mapovaci populace vznikaji kontrolovanym kfizenim jedinc jednoho druhu ptipadné
kfizenim mezi pribuznymi druhy. KfiZzeni jedinci se 1lisi ve znaku, ktery je predmétem
studia, ale také by se méli liSit v sestavé genetickych markerd, které jsou vybrany pro
tvorbu mapy. Vybér rodict, ktefi tvoii zaklad mapovaci populace, je kritickym faktorem
pii planovani experimentu. Obecné¢ plati, ze vysokd genetickd diverzita mezi rodici
usnadiiuje umistovani markerii na genetickou mapu. Pro konstrukci genetické mapy
s malym rozliSenim je dostacujici populace o velikosti 100 jedinct, aby vSak bylo
dosazeno dostate¢ného rozliseni nezbytného pro pozi¢ni klonovéani genu, je vyzadovan
pocet jedinct v fadech tisict (Alpert et Tanksley, 1996).

Vybér mapovaci populace se li§i v zavislosti na zpisobu rozmnoZovani rostlin. Pro
samosprasné rostliny jsou vhodné F, populace, populace zpétnych kiizenci (BC),
rekombinantni inbredni linie (RILs), a dihaploidni linie (DHL), ptipadné dalsi typy
populaci, z danych populaci odvozené. Pro cizosprasné druhy, ptipadné druhy trpici
inbredni depresi jsou k mapovani vyuzivany Fi populace a populace zpétnych kiiZzenct

(BC, Schneider, 2005).

3.3.3.1 Mapovaci populace vhodné pro samosprasné rostliny

Pro tvorbu té€chto populaci jsou vybirdny homozygotni rodi¢ovské linie rostlin.
Tyto linie, pokud vznikaji opakovanym samospraSenim, mohou obsahovat urcitou
zbytkovou heterozygotnost. Tomuto problému je mozné se vyhnout pouZzitim
dihaploidnich linii bez jakékoliv zbytkové heterozygotnosti. Nize jsou popsany jednotlivé
typy populaci vyuzivané pro genetické mapovani u samosprasnych rostlin, véetné jejich

vyhod a nevyhod, piipadné ptikladi pouziti.
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F, populace

Populace jedincti F, generace predstavuji nejjednodussi formu mapovaci populace.
V prvni fazi jsou ki#izeni dva homozygotni rodice (Cisté linie) liSici se ve studovaném
znaku. Jedinci vzniklé F; generace jsou vSichni heterozygotni. U téchto jedinci dojde
k samospraseni. Nasledn¢ vzniklé rostliny ptedstavuji mapovaci populaci F,. F, populace
je vysledkem jedné meidzy, pii které dochazi k rekombinaci pfi tvorbé gamet F; generace.
Jedinci F, generace se vzajemné 1isi svou genetickou konstituci.

Jedna se o mapovaci populaci nendrocnou na vyrobu, kterd je vytvorena bé¢hem
dvou generaci. Nevyhodou je omezena doba zivotnosti, pokud nedochazi k asexudlnimu
rozmnozovani F, jedinct. Tato populace je tedy limitovana délkou zivota rostlin a neni

proto vhodna k opakovanym experimentim (Schneider, 2005; Hittalmani et al., 2008).

F,.3 populace

F..3 populace piedstavuje populaci rodin F3 generace odvozenou z generace F.
Tato populace je vytvoiena samosprasenim jedincli F, generace. Kazdy F, jedinec miize
poskytnout velkou Fs3 rodinu v zavislosti na poctu vyprodukovanych semen. Jedinci
v ramci kazdé rodiny F3 generace nejsou homogenni, v disledku rekombinace vznika cela
fada kombinaci genotypd. Analyzou genotypi jednotlivych jedincti dané rodiny je ale
mozné ur¢it puvodni genotyp jejich rodice z generace F,. Pfi zjiStovani genotypu F»
rostlin je bud’ vybran urcity pocet jedincii z kazdé rodiny Fsz generace a je analyzovéan
jejich genotyp nebo jsou vytvofeny pooly z DNA téchto vybranych jedincl. Ke zjisténi
genotypu F; jedince je obvykle pouzito 8 — 12 rostlin z kazdé rodiny. Pfi tvorbé poolt
DNA je tfeba dbat na to, aby podil mnozstvi DNA z kazdé rostliny byl zcela stejny. Pokud
by tomu tak nebylo, mohlo by dochazet ke zkresleni vysledki analyzy (Hittalmani et al.,
2008).

Populace zpétnych kiiZenciu (BC, backcross population)

Populace zpétnych kiizenct jsou pouzivany ke studiu urcitého znaku nachazejiciho
se u jednoho z rodi¢t (donor) na pozadi genotypu druhého rodice (recipient). Za timto
ucelem je v prvni fad€ vytvorena F; populace kiiZzenim dvou homozygotnich rodi¢ovskych
linii. Heterozygotni jedinci F; generace jsou poté kiizeni s rodi¢em, jenz je oznacovan jako
recipient, pfipadné rekurentni rodi¢. Useky DNA donorové rostliny, které nejsou ve vazbé
se studovanym lokusem, jsou oddéleny segregaci a délka useki DNA, které jsou ve vazbg,

je minimalizovana diky rekombinaci s DNA recipienta. Ke snizeni velikosti useku DNA
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donora byva zpétné kiizeni nékolikrat opakovano, kazdé zpétné kiiZeni snizi velikost
useku 0 50%. V pribehu kiizeni je tfeba pomoci molekularnich markera, které jsou ve
vazbe¢ se studovanym znakem, sledovat zda je znak stale ptitomen.

Pokro¢ilym zpétnym kiizenim vznikaji témé&F izogenni linie (NILs, nearly isogenic
lines). Jedna se o rostliny, které z genomu donora obsahuji minimalni tisek DNA
odpovidajici jednomu nebo n€kolika malo lokusim. K zafixovani segmentu donora se
provadi dvé kola samosprasSeni. Linie, které obsahuji segment DNA z velmi vzdaleného
druhu, jsou oznacovany jako introgresni linie. Sbirka takovychto linii liSicich se vloZzenymi
useky DNA se nazyva exotickd knihovna. Vlozené tiseky DNA jsou charakterizovany
molekularnimi markery. (Schneider, 2005; Hittalmani et al., 2008)

Dihaploidni linie (DHL, double haploid lines)

Dihaploidni linie jsou vyuzivany k vytvofeni zcela homozygotnich linii, u kterych
neni pfitomna zadnd zbytkova heterozygotnost. Takto vytvofené rostliny mohou byt poté
pouzity jako homozygotni rodi¢ovské linie pro tvorbu jinych typd mapovacich populaci.
K produkci dihaploidnich linii dochazi z haploidnich rostlin. Ty se vyskytuji bud’ pfirozené
(fepka, kukufice), nebo je haploidniho stavu dosazeno kultivaci nezralych prasnikt ¢i
mikrospor na specidlnim médiu. Ke zdvojeni poétu chromozémi dochdzi u nékterych
druhil spontanné, piipadné je zdvojeni indukovano ptisobenim kolchicinu. Vlivem tohoto
mitotického jedu dochazi k zabranéni tvorby mitotického vieténka, a proto nedojde
k rozdéleni chromozomti do dvou dcefinych bunék. Dihaploidni populace piestavuji
nesmrtelnou mapovaci populaci, kterou je mozné zachovat do budoucna bez jakychkoliv
genetickych zmén. Z tohoto diivodu jsou vhodné k opakovanym experimentim a tedy i ke
studiu kvantitativnich znakd. Tyto populace jsou dostupné pro tadu rostlin — napt. pro
kukutici (Murigneux et al., 2004), je¢men (Devaux et al., 1995), bavinik (Zhang et al.,
2002) a dalsi. Nevyhodou této populace je pomérné nékladny a naro¢ny vyvoj vzhledem
k tomu, Ze ziskavani haploidnich jedinci z mikrospor, ptipadné vaji¢ek je pracné

a uspeésnost je zavisla na pouzitém genotypu (Hittalmani et al., 2008).

Rekombinantni inbredni linie (RILs, recombinant inbred lines)

Rekombinantni inbredni linie jsou homozygotnimi potomky jedincti F, generace.
K jejich vzniku dochéazi opakovanym samosprasenim rostlin po 7 aZ 10 generaci. Rostliny
této populace jsou rovnéz nazyvany single-seed descent lines — jedno semeno kazdé linie je

zékladem dalSi generace. Vzhledem k tomu, Ze dochdzi k nckolika samosprasenim,
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prochazi genom postupné nékolika meiézami. Tim je zaruCena vétsi piesnost mapovani
nez napft. v ptipadé populace F; jedinci, u kterych doslo pouze k jedné meidze. Vzhledem
K tomu, Ze vysledné rostliny jsou homozygotni, je mozné je nadale mnozit beze zmén
genetické informace. Stavaji se tak stalym zdrojem genetického materidlu stejné jako
dihaploidni linie. Jejich vyvoj je podstatné delsi nez v ptipadé dihaploidnich linii, ale
zaroven je mnohem méné financné i technicky naro¢ny. Rekombinantni inbredni linie jsou
dostupné napt. pro ryzi (Wang et al., 1994), oves (O'Donoughue et al., 1995) ¢i
Arabidopsis (Lister et Dean, 1993).

3.3.3.2 Mapovaci populace vhodné pro cizosprasné rostliny

Genetické mapovani u cizosprasnych druht ¢i druht trpicich inbredni depresi je
podstatn¢ slozitéj§i nez u samosprasnych rostlin. ProtoZze neni mozné ziskat zcela
homozygotni rodic¢e, jsou zdkladem populaci rodice heterozygotni. Pii genetickém
mapovani cizosprasnych rostlin je pouzivana F; populace. V tomto pfipadé je zjistovan
genotyp jedinci F; generace. Ptipadné mohou byt jedinci F; generace zpétné kiizeni

S jednim z rodi¢t. Pak vznika populace zpétnych kiizenci (BC).

3.3.4 Genetické markery

Genetické markery jsou urcité dédicné znaky umoZiujici detekovat rozdil
v sekvenci DNA mezi dvéma jedinci. Tento rozdil mize byt detekovan na Urovni
fenotypové, proteinové nebo na urovni DNA v zavislosti na pouziti markerového systému.
Markery jsou podle toho déleny na morfologické (variace na fenotypové urovni),
biochemické (variace na trovni proteinového produktu) a DNA markery (variace na Grovni
DNA).

Vibec prvni genetické mapovani bylo provedeno s vyuzitim morfologickych
(fenotypovych) markert jako je napf. velikost ¢i barva organu nebo velikost organismu.
Z hlediska hodnoceni se jednd o nejjednodussi a také nejlevnéjsi systém. Nevyhodou vSak
je, ze celd tfada znakll se vyskytuje jen v urcitych fazich vyvoje, coz muze podstatné
prodluZzovat dobu analyzy. Genetick¢é mapy sestrojené s pomoci téchto markerd byly
vytvofeny napf. pro kukufici, hrach ¢i rajce (Doveri et al., 2008, Cole et Abbott, 2008).

Prvnimi markery studujicimi variaci mezi jedinci na molekuldrni Grovni byly
biochemické markery — izoenzymy. Jedna se o izoformy proteind, které se 1isi velikosti,

slozenim aminokyselin a nabojem (Markert et Moller, 1959). Je tedy mozné je
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elektroforeticky separovat na Skrobovych nebo polyakrylamidovych gelech na zakladé
velikosti a naboje. Nedostatkem téchto markerti je pomérné nizkd mira polymorfismu
a nedostatecné pokryti genomu. Analyzované proteinové produkty mohou byt rovnéz
tkanoveé specifické, ¢i mohou byt ovlivnény fazi vyvoje organismu nebo podminkami
prostiedi (Cole et Abbott, 2008).

Nejnovejsimi a dnes nejpouzivanéjSimi jsou DNA markery. Tyto markery vykazuji
variaci na urovni sekvence DNA. Pouzivani DNA markera je zaloZzeno na pfirozené se
vyskytujicich polymorfismech mezi jednotlivymi genomy. Historicky prvnimi DNA
markery byly RFLP markery (restriction fragment length polymorphism; Botstein et al.,
1980). Principem této metody je hybridizace specifické znacené sondy na genomickou
DNA riznych jedinct $t€penou restrikénim enzymem. Objeveni PCR dalo vzniknout celé
fad¢ dalsich markerovych systému, napt. RAPD (randomly amplified polymorphic DNA;
Williams et al., 1990; Welsh et McClelland, 1990) ¢i AFLP (amplified fragment lenght
polymorphism; Vos et al., 1995). V dne$ni dobé je dostupna celd fada markerovych
systémi fungujicich na principu PCR, hybridizace nebo kombinace téchto dvou metod.

Piehled zakladnich typti markert je uveden v tabulce 3.

Tab. 3: Pirehled zakladnich markerovych systému

Marker Princip Reproduko- | Znalost Zpracovani
vatelnost sekvence
RFLP hybridizace | vysoka ne elektroforéza, Southern blotting, hybridizace
RAPD PCR nizka ne agar6zova nebo polyakrylamidova elektroforéza
CAPS PCR vysoka ano agardzova nebo polyakrylamidova elektroforéza
SCAR PCR vysoka ano agardzova nebo polyakrylamidova elektroforéza
AFLP PCR stfedni ne polyakrylamidova elektroforéza
SSR PCR vysoka ano polyakrylamidova elektroforéza
ISSR PCR vysoka ne agarozova nebo polyakrylamidova elektroforéza
IRAP PCR stiedni ano agardzova nebo polyakrylamidova elektroforéza
REMAP PCR stfedni ano agardzova elektrotl‘orézra s Vysok}'/IIrl rozliSenim
nebo polyakrylamidova elektroforéza
ISBP/RIM | PCR vysoka ano agarozova elektroforéza
, sekvenovani, analyza ktivek teploty tani (melting
SNP PCR vysoka ano analjza), SSCP a dalsi

Upraveno podle Doveri et al., 2008

Vybér vhodného markerového systému zavisi na aplikaci, struktufe genomu
studovaného organismu a dostupném laboratornim vybaveni. Idedlni markerovy systém by

mel byt dostatecné citlivy, jednoduchy na uzivani a dostatecné reprodukovatelny. Pouzité
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markery by mély byt rovhomérné a Cetné zastoupeny v genomu a mély by vykazovat

vysokou miru polymorfismu.

3.3.4.1 Markerové systémy vhodné pro mapovani genomu pSenice

Genetické mapovani u pSenice je komplikovano velikosti genomu (17 Gb) a déle
pfitomnosti tii homeologickych subgenomti. Molekularni markery zacaly byt pro studium
genomu psenice vyuzivany pred necelymi 20 lety. Prvni geneticka mapa byla vytvofena
s vyuzitim RFLP markerta. Takto byly vytvoifeny mapy pro vSech 21 chromozomu psSenice.
Pozd€ji se analyza genomu pSenice zacala rozvijet piedevsim diky pouzivani
mikrosatelitovych (SSR) markert (Ganal et Roder., 2007). Dnes je pSeni¢ny genom jednim
Z nejhustéji mapovanych genomd, pro ktery neni znama kompletni sekvence (Paux et al.,

2006).

Mikrosatelity (SSR, simple sequence repeat)

Mikrosatelity, ozna¢ované také SSR (simple sequence repeat), jsou markery
zalozené na PCR. Jedna se o kratké tandemové repetice tvotené opakujicimi se jednotkami
(motivy) o délce 1 — 6 bp. Nejcastéji se vyskytuji mikrosatelity s jednotkami o délce 2
nebo 3 nukleotidy. Pocet opakujicich se jednotek obvykle neni vyssi nez 70 (Doveri et al.,
2008). Mikrosatelity vykazuji vysoky stupent délkového polymorfismu, které je dan
rozdilnym poctem opakovani repetitivniho motivu. Tento polymorfismus vznika
sklouznutim DNA polymerazy (DNA slippage) v prubéhu replikace (Levinson et Gutman,
1987). Mikrosatelity jsou kodominantni markery vykazujici mendelistickou dédi¢nost.
Vysoka uroven polymorfismu a soucasné rovnomérné a hojné zastoupeni v genomu je
predurcuji pro vyuziti ke genetickému mapovani. Dale jsou mikrosatelity vyuzivany pro
DNA fingerprinting, MAS, studium genetiky populaci ¢i genetické diverzity (Nguyen et
Wu, 2005).

Usek DNA obsahujici mikrosatelitovou sekvenci je amplifikovan pomoci PCR
S pouzitim unikatnich primerd, jenz definuji dany mikrosatelitovy lokus. V pritbéhu PCR
amplifikace mikrosatelitovych lokusti dochazi ke vzniku artefakti (minoritnich produktt)
lisicich se od hlavniho produktu a mezi sebou navzajem délkou 2 bp. Na elektroforetickém
gelu je mozné tyto produkty identifikovat jako slab$i prouzky, které jsou asociovany
s hlavnim produktem. Tyto prouzky jsou oznaCovany jako stutter bandy. Stutter bandy

vznikaji sklouznutim DNA polymerazy béhem PCR amplifikace. K jejich vzniku jsou
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nachylné zejména mikrosatelity s dinukleotidovymi repeticemu. Pfitomnost stutter bandii
muze u mikrosatelitli s dinukleotidovymi repeticemi znesnadiiovat uréeni genotypu jedince
pro dany marker. Jejich pfitomnost je mozné Casteéné eliminovat optimalizaci podminek
PCR (Lareu et al., 1998; This et al., 2004; Doveri et al., 2008).

Polymorfismus mezi mikrosatelitovymi lokusy je detekovan rtiznymi technikami
V zévislosti na znaCeni primerti, pouzitém separacnim systému a vizualizaci
amplifikovanych produkti PCR. PCR mitize byt provedena s neznacenymi ¢i znacenymi
primery (radioaktivné, fluorescnecn¢). Nasledna separace produktii PCR je provadéna
elektroforeticky na agar6zovych gelech, polyakrylamidovych gelech ¢i za pomoci kapilarni
elektroforézy na sekvenatoru. Na agar6zovém gelu o hustoté vyssi nez 3% je mozno
dosahnout rozliSeni okolo 10 bp, amplifikované produkty PCR jsou barveny roztokem
ethidium bromidu. Pro vyssi rozliSeni je nutné pouzit gely polyakrylamidové (PAA). Za
denaturujicich podminek je mna sekvenacnich PAA gelech mozZzné rozlisit
I jednonukleotidovy rozdil mezi dvéma alelami mikrosatelitového lokusu (Schlotterer,
1998). Stejného rozliseni lze dosahnout i S pouzitim kapilarni elektroforézy (Smith et
Nelson, 1998). Za nedenaturujicich podminek je mozno s jistotou rozliSit polymorfismus
délky 3 bp (Wang et al., 2003). PAA gely mohou byt barveny ecthidium bromidem
(nedenaturujici) ¢i dusiénanem stiibrnym (denaturujici). Barveni stfibrem je asi 3x
citlivéjsi nez barverni elthidium bromidem a umoZiiuje identifikovat az 1 pg dvouvlaknové
DNA na 1mm? sekvena¢niho gelu (Bassam et al., 1991).

Poprvé byly mikrosatelity jako markery pouzity koncem 80. let u ¢loveka (Litt et
Lutty, 1989, Weber et May, 1989). Mapovani s pomoci mikrosateliti bylo provadéno
zprvu u zivocichu (tur, Bishop et al., 1994; ¢lovek, Dib et al., 1996), pozdé&ji zacaly byt
mikrosatelity vyuzivany také u rostlin (ryze, Wu et Tanksley, 1993; je¢men, Saghai-
Maroof et al., 1994; pSenice, Roder et al., 1998).

Mikrosatelity se zdaji byt vhodnym néstrojem pro mapovani genomu pSenice.
Oproti jinym markerovym systémim vykazuji vyS§i Uroven polymorfismu i1 u velmi
ptibuznych odrid a linii. Velkd ¢ast mikrosateliti mapovanych u pSenice je genomove
specificka (ptiblizn¢ 50%) a pokud jsou amplifikovany i mikrosatelitové lokusy z dalSich
genomi, jsou dobie odliSitelné (Ganal et Roder, 2007). U pSenice jsou SSR markery
vyuzivany zejména k MAS, dale byly pouzity k lokalizaci nejriiznéjsich geni na jednotlivé
chromozomy pSenice (Roder et al., 2004), véetné¢ QTL zodpovidajicich za morfologické
I agronomicky vyznamné znaky (Perretant et al., 2000; Borner et al., 2002; Huang et al.,

2003, 2004) a také k charakterizaci riznych odrtd a linii pSenice (Donini et al., 2000;
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Christiansen et al., 2002; Pestsova et Roder, 2002). Prvni mikrosatelitovou mapu pSenice
publikovali Roder et al. roku 1998. Pozd¢ji byly vytvofeny dalsi mikrosatelitové mapy
nebo zahu$tény mapy stavajici (Gupta et al., 2002; Somers et al., 2004; Song et al., 2005).
Pestsova et al. (2000) a pozd¢ji Guyomarc’h et al., (2002) odvodili nové SSR markery
z genomu Aegilops tauschii, diploidniho pfedka pSenice, za UcCelem zvySeni poctu

mikrosatelitovych markerd specifickych pro D genom T. aestivum.

ISBP (insertion site based polymorphism)

Markery ISBP jsou odvozené z repetitivnich oblasti genomu (Paux et al., 2006).
Tyto oblasti obsahuji transponovatelné elementy, které¢ se dokazou vkladat do jinych
sekvenci, v€etné jinych transponovatelnych elementd. Vkladanim transponovatelnych
elementll vznikaji unikatni spoje. Ty se mohou nachazet mezi dvéma repetitivnimi
sekvencemi, ddale mezi repetitivni a kodujici sekvenci nebo mezi repetitivni
a nizkokopiovou nekodujici sekvenci. Markery ISBP jsou zalozeny na amplifikaci téchto
unikatnich spoju a ptilehlych oblasti. Na obdobné principu jako markery ISBP funguji také
markery RIJM (repeat DNA junction markers) — markery ze sty¢nych bodu repetic (Devos
et al., 2005). Zakladem obou téchto technik je pfitomnost polymorfismu zalozeného na
inzerci retrotranspozonu (RBIP, retrotransposon-based insertion polymorphism, Flavel et
al., 1998).

Primery pro amplifikaci marker ISBP mohou byt navrzeny na dvé mista spoji
nebo je jeden primer specificky pro misto inzerce a druhy je navrzen na pfilehly tsek
DNA. Pro odvozeni primerti musi byt znama sekvence mista inzerce transponovatelného
elementu. Cennym zdrojem téchto markerti jsou sekvence ziskané sekvenovanim konct
BAC kloni (BES, BAC-end sequences; Paux et al., 2006). Za ti¢elem navrhovani primert
pro ISBP markery je pouzivan program IsbpFinder, jenz dokaze detekovat mista spoju a
navrhnout na né specifické primery (Paux et al., 2010).

Markery ISBP jsou unikatni, polymorfni a genomové¢ specifické. Vysoka mira
polymorfismu je déna tim, Ze transponovatelné¢ elementy jsou dynamickou soucasti
genomu (Paux et al., 2010). Markery ISBP mohou vykazovat polymorfismus na trovni
pfitomnosti nebo nepiitomnosti produktu PCR. Pak se jedna o dominantni marker. Tato
forma ISBP se vyhodnocuje na agar6zovych gelech. Paux et al. (2010) ve své praci
uvadéji, ze nejméné 50% markert ISBP mapovanych na chromozém 3B pSenice, vykazuje

takto hodnotitelny polymorfismus. Pokud dojde k amplifikaci produktu, mize byt nalezen
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polymorfismus i na sekvencni urovni. V tomto pfipadé¢ se jedna o jednonukleotidové
polymorfismy, kratké inzerce ¢i delece nebo mikrosatelity, které jsou soucasti markeru
ISBP.

Markery ISBP jsou vhodnym systémem zejména pro organismy, jejichz genom
Vyuziti nalézaji tyto markery pii konstrukci genetickych a fyzickych map, pii ukotvovani
kontigl a také jsou vyuzivany pii radiacnim hybridnim mapovani. Dale mohou byt vyuzity
pro fylogenetické studie a studium evoluce transponovatelnych elementt.

Prvni markery ISBP na pSenici byly odvozeny z analyzy sekvenci ziskanych
sekvenovanim konci BAC klonti pochézejicich z 3B specifické BAC knihovny DNA
(Paux et al., 2006). Paux et al. (2010) ve své publikaci uvadi odvozeni 711 markert ISBP
specifickych pro chromozém 3B pSenice. Tyto markery byly vyuzity v rdmci konstrukce
fyzické mapy chromozomu 3B (Paux et al., 2008) a dale pfi studiu genu rezistence ke rzi
travni (Sr2) u psenice (McNeil et al., 2008). Bartos et al., (2008) vyvinuli 12 markert
ISBP specifickych pro kratké rameno chromozomu 1R (1RS) zita.

IRAP (inter-retrotransposon amplified polymorphism)

Markery IRAP (Kalendar et al., 1999) pochazeji stejné jako markery ISBP
Z repetitivnich oblasti v genomu. VétSina retrotranspozond, které jsou soucasti repetitivni
slozky genomu, je ohrani¢ena dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR, long terminal
repeat). LTR obsahuji sekvence nezbytné pro expresi a integraci retrotranspozonu a jSou
vysoce konzervativni. Markery IRAP jsou zalozeny na amplifikaci useki DNA mezi
retrotranspozony. Amplifikace je zapocata z LTR sekvenci.

Primery pro amplifikaci jsou navrhovany na oblasti LTR a sméfuji ven
Z retrotranspozonu. To, zda dojde ¢i nedojde Kk amplifikaci, zavisi na vzdalenosti LTR
sekvenci. Vysledkem PCR je velké mnozstvi produktd liSicich se délkou (prouzky na
elektroforetickém gelu) - markery IRAP vytvareji fingerprinty. Délka vzniklych produktt
saha od 100 bp az po nékolik kilobazi, v zavislosti na vzdalenosti LTR sekvenci. Ke
vzniku nového prouzku v rameci spektra produkti PCR dochazi inzerci retrotranspozénu do
mista, kde se dosud nenachazel. Ke ztrat¢ prouzku miize naopak dojit mutaci v misté
nasedani primeru nebo dominantni amplifikaci jiného bandu. Detekéni metoda je zavisla
na mnozstvi amplifikovanych produktd. V pifipadé mensiho poctu produkti je mozZné
vyuzit agarézovych gelti a barveni ethidium bromidem. Pokud je mnoZzstvi prouzkl tak

velké, Ze je neni moZné na agarézovém gelu rozlisit, pouzivaji se sekvenacni PAA gely.

28



Markery IRAP jsou dominantnimi markery, na gelu se tedy vyhodnocuje
pfitomnost nebo nepiitomnost daného produktu PCR. Vyuziti nalézaji zejména u
organismi s Vysokou hustotou retrotranspozont v genomu. Markery IRAP byly od svého
uvedeni do praxe vyuzity u celé fady rostlinnych druht, napt. u je¢émene (Kalendar et al.,
2000), Aegilops tauschii (Boyko et al., 2002), bananovniku (Teo et al., 2005), slunecnice
(Vukich et al., 2009) a dalsich.

Na podobném principu jako markery IRAP funguji markery REMAP (Kalendar et
al., 1999). V piipad¢ téchto markeri je vSak amplifikovana oblast mezi hrani¢ni LTR

sekvenci retrotranspozonu a mikrosatelitovou sekvenci.

SNP (single nucleotide polymorphism)

Jednonukleotidové  polymorfismy (SNP) jsou kodominantni  markery
S polymorfismem na sekvenc¢ni urovni. Piedstavuji nejmensi jednotku genetické variace
mezi jedinci a jsou soucasné nejveétsim zdrojem polymorfismil v organismech. Napftiklad u
Cloveéka predstavuji SNP 90% veskerého polymorfismu DNA (Collins et al., 1998).
Teoreticky mohou mit tyto markery dvé, tfi nebo Ctyfi alely (varianta nukleotidia A, C, T,
G). Tti- a ctytalelové SNP se vSak prakticky nevyskytuji. Proto jsou SNP povazovany za
bialelické markery. Mezi SNP jsou fazeny také kratké inzerce a delece nékolika malo
nukleotida.

Pro jednonukleotidové polymorfismy je charakteristické vytvareni haplotypt. Jedna
se o kombinace SNP, které se vyskytuji podél chromozému a segreguji jako jedna alela.
Tyto Giseky SNP mohou mit délku od stovek parti bazi az po nékolik kilobazi. Vyskyt
haplotypti miize vyrazné usnadnit analyzu velkého poctu téchto polymorfismi najednou,
protoZe nemusi byt hodnocena kazda zaména nukleotidu zv1ast.

Hledani jednonukleotidovych polymorfismi se déje bud’ sekvenovanim daného
lokusu u zkoumanych jedinc a naslednym porovnanim sekvenci, nebo je mozné SNP
vyhledavat in silico v databazich napf. porovnavanim EST sekvenci. Analyza
jednonukleotidovych polymorfismti probiha s vyuzitim vysokokapacitnich metod, zejména
na bazi rznych typtt DNA ¢ipt (arrayi).

U cloveka byl identifikovan 1 SNP kazdych 1000 bp (Kwok et al., 1996). Genom
kukufice obsahuje 1 SNP na 40 - 104 bp (Ching et al., 2002; Batley et al., 2003; Vroh Bi et
al., 2005; Jones et al., 2009). Hustota markert SNP u pSenice je pomérné nizka, asi 5x

niz§i nez u kukufice. Jeden jednonukleotidovy polymorfismus piipadd v pSenicném
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genomu pramérné na kazdych 540 bp (Somers et al., 2003), coz je srovnatelné naptiklad
s hustotou SNP v genomu s6ji nebo rajcete (Zhu et al., 2003).

Ptitomnost tfi subgenomili v genomu pSenice vyrazn¢ komplikuje objevovani
i naslednou analyzu jednonukleotidovych polymorfismi. V pfipadé sekvenovani zadaného
lokusu primery obvykle amplifikuji i lokusy z ostatnich subgenomti. Tomuto miize
¢aste¢né predchazet pouziti primerti specifickych pro dany genom, které¢ vSak nemusi byt
stoprocentn¢ spolehlivé. Dal§im feSenim je subklonovani produktii PCR a nasledna selekce
zadaného produktu pro sekvenovani. Vhodnéjsi cestou pro hledani SNP u pSenice je
porovnavani pseni¢nych EST sekvenci z rtiznych linii a odriid ulozenych v databazich.
V soucasné dob¢ probihd HapMap projekt zaméteny na pSenici zabyvajici se objevovanim
a mapovanim  SNP  vtetraploidnich a  hexaploidnich  druzich  pSenice
(http://wheat.pw.usda.gov/SNP). Slozitost genomu pSenice zatim neumoziuje vyuZziti
vysokokapacitnich systémt pro analyzu SNP. V souCasné¢ dobé maji SNP u pSenice

vyznam spiSe pii analyze individualnich genti (Ganal et Roder, 2007).
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4. Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Pro optimalizaci metod vhodnych pro analyzu genotypu a pro nasledné odvozovani
novych markerti byla pouzita DNA izolovana z rostlin mapovaci populace F;.3 pSenice seté
(Triticum aestivum) pochazejici z ktizeni linie CI 2401 (rezistentni) s odridou Glupro
(citliva). Mapovaci populace byla poskytnuta prof. Norou Lapitan (Colorado State
University, Colorado, USA). Dale byla pouzita DNA rodi¢t mapovaci populace a DNA
ramene 7DS tfidéného pomoci pritokové cytometrie z double-ditelozomické linie 7D
odridy Chinese Spring. Tato DNA byla amplifikovana pomoci polymerdzy Phi 29
(Simkova et al., 2008).

4.1.2 Pristrojové vybaveni
96-kapilarovy sekvenator 3730x| DNA analyzer, (Applied Biosystems, USA)
Biologicky termostat BT120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR)

Dokumentaéni systém pro analyzu elektroforetického gelu ChemiGenius
Bioimaging System (Syngene, GB) s transiluminatorem model GVM20 (Syngene,
GB)

Elektroforeticka aparatura C-DASG-400-50: Dual Adjustable Mega-Gel Kit
(C.B.S. Scientific, USA)

Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort, Belgie)

Elektroforeticky zdroj Standard Power Pack P25 (Biometra, Némecko)
Elektroporator Cell-Porator (Life Technologies, USA)

Homogenizaéni oscilaéni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)

Chlazena centrifuga Jouan Cr4i (Thermo Scientific, USA)

Magneticka desticka 96 DIRECT INJECT MAGNET (Beckman Coulter, USA)
Negatoskop NEGA1 (Maneko, CR)

Sekvenacni elektroforeticka komurka S2 (Whatman Biometra, USA)
Skener EPSON GT-15000 (SEIKO EPSON Corporation, Japonsko)
Stolni centrifuga IEC Micromax RF (Thermo Scientific, USA)
Susarna HS 1228 (Chirana, CR)

Termocyklér C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

Ttepacka Forma Orbital Shaker 420 (Thermo Scientific, USA)
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Ttepacka Orbit 1 900 (Labnet International, USA)
Vodni lazen GRANT SUB6 (Grant Instruments, GB)

4.1.3 Chemikalie
3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva, Némecko)
Akrylamid (Serva, Némecko)

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

Bromfenolova modr (Serva, Némecko)
Deionizovana voda

Deoxyribonukleosid trifosfaty dATP, dCTP, dTTP, dGTP (Fermentas, Kanada)
Dusiénan stiibrny (Lachema, CR)

Ethanol — 96% roztok (Lachema, CR)
Ethidium bromid (Sigma Chemical, USA)
Exonukleaza I (Fermentas, Kanada)
Formaldehyd (AppliChem, Némecko)
Formamid (AppliChem, Némecko)
Formamid Hi-Di (Applied Biosystems, USA)
Isopropanol (Lachema , CR)

Kanamycin, (Serva, Némecko)

Kyselina dusi¢na (Lachema, CR)

Kyselina octova — ledova (Lachema, CR)
Lyzaéni pufr P2 (QIAGEN, Némecko)
Mogovina (Lachema, CR)

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

N,N’- methylenbisakrylamid (Serva, Némecko)

Neutraliza¢ni pufr P3 (QIAGEN, Némecko)

Peroxodisiran amonny (APS) (Fluka BioChemika, Svycarsko)

Primery (Invitrogen, USA)

Rain-X — ptipravek odpuzujici vodu ze skel automobilid (Pennzoil-Quaker State,
USA)

Resuspenzacni pufr P1 (QIAGEN, Némecko)

Ribonukledza A (Invitrogen, USA)

Taq polymeraza
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Termosensitivni alkalicka fosfatdza FastAP (Fermentas, Kanada)

Thiosiran sodny (Lachema, CR)

Uhli¢itan sodny (Lachema, CR)

Velikostni marker GeneRuler, 100bpDNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada)
Velikostni marker O'Range 20 bp DNA Ladder ready to use (Fermentas, Kanada)

Velikostni standard pro fragmentac¢ni analyzu GeneScan-500 Liz Size Standard
(Applied Biosystems, USA)

Xylenova modt (Xylencyanol FF) (AppliChem, Némecko)

4.1.4 Komeréni Kity
Agencourt® AMPure (Beckman Coulter, USA)
Agencourt” CleanSEQ (Beckman Coulter, USA)
Agencourt® CosMCPrep (Beckman Coulter, USA)
Agencourt® Genfind v2 (Beckman Coulter, USA)
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, USA)
Invisorb®™ Spin PCRapid Kit (Invitek, Némecko)
Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Invitek, Némecko)
One Shot®™ TOP10 Electrocomp Cells (Invitrogen, USA)
TOPO®™ XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, USA)

4.1.5 Pufry, roztoky a média

4.1.5.1 Pufry
10 x PCR pufr
100 mM Tris-HCI pH 8,8
15 mM MgCl,
500 mM KClI
1% Triton X-100

Lyzacni pufr pro izolaci DNA
Zakladni lyzacni pufr
0,5M NacCl
0,1M Tris-HCI
0,05M EDTA
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0,5% (w/v) thiosiran sodny

0,1% (w/v) kyselina askorbova

1% (wi/v) polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
0,04% (w/v) proteinaza K*

* proteindza K je soucasti kitu Agencourt” Genfind v2

Nanaseci pufr pro elektroforézu v denaturujicim polyakrylamidovém gelu

80% formamid
0,1 % (w/v) bromfenolova modf

0,1% (w/v) xylenova modf

STOP C pufr
100 mM EDTA (pH8)
1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) bromfenolova mod¥
0,05 % (w/v) xylenecyanol
42,5 % glycerol

TBE pufr
10x S5X
890 mM Tris baze 445 mM Tris baze
890 mM kyselina borita 445 mM kyselina borita
20 mM EDTA 10 mM EDTA
pH 8

4.1.5.2 Roztoky

Denaturujici 6% polyakrylamidovy gelu
6% akrylamid:bisakrylamid (19:1)
7M mocovina
0,066 % (v/v) TEMED
0,066 % (w/v) APS
0,5x TBE

0,5x

45 mM Tris baze

45 mM kyselina borita
1 mM EDTA
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Nedenaturujici 4% , 6% a 8% polyakrylamidovy gel
4%, 6% nebo 8% akrylamid:bisakrylamid (19:1)
0,073 % (v/v) TEMED
0,066 % (w/v) APS
0,5x TBE pufr

Roztok 0,1% dusi¢nanu stribrného
1% (w/v) dusicnan stfibrny

0,15% (v/v) formaldehyd

Vyvojka
3% (w/v) uhli¢itan sodny
0,15% (v/v) formaldehyd
2 pg/ml thiosiran sodny

4.1.5.3 Média
2 YT médium
enzymovy kaseinovy hydrolyzat 16 g/l

kvasni¢ny autolyzat 10 g/l

NaCl 549/l

Agar 16 g/l
LB médium

enzymovy kaseinovy hydrolyzat 10 g/l

kvasni¢ny autolyzat 549/l
pepton 59/l
NaCl 10 g/l

pH7,2-74



4.2 Metodika

4.2.1 1zolace DNA
DNA byla izolovana bud’ s pomoci kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit nebo
metodou vysokokapacitni izolace DNA, kterd je zalozend na modifikovaném postupu

izolace kitem Agencourt® Genfind v2.

4.2.1.1 Vysokokapacitni izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna s pomoci komer&niho kitu Agencourt® Genfind v2
puvodné urceného k izolaci DNA z krve. Postup izolace byl modifikovan a optimalizovan
pro izolaci DNA z rostlinného materialu (listy pSenice). lzolace kitem Agencourt®
Genfind v2 je zalozena na vazbé molekul DNA na magnetické kuli¢ky, které jsou
v pribchu extrakce DNA magnetem imobilizovany na sténach jamek 96-jamkové misky,
aby mohla byt izolovana DNA pfecisténa.

Vzorek rostlinného materidlu byl odebiran z mladych listd rostlin pSenice,
pochazejicich ze studované mapovaci populace Fz.3. Odebrany material byl susen 48 h pfti
37°C a poté homogenizovan sklenénymi kulickami o priméru 0,5 cm s pomoci
homogeniza¢niho oscilaéniho mlyna. K homogenizovanym vzorkim bylo pfidano po 1 ml
lyza¢niho pufru. Vzorky byly inkubovany 45 min pii 65 °C ve vodni lazni. Po inkubaci
byly vzorky centrifugovany 10 min pti 1300 g a 4 °C. Nasledné bylo po 100 pl
supernatantu prepipetovano do nové 96-jamkové misky. Ke kazdému vzorku bylo piidano
5 pl magnetickych kulicek a 1 pl ribonukledzy A (koncentrace 30 mg/ml), vSe bylo
promichéano pipetovanim a dale bylo pfidano 70 ul isopropanolu. Vzorky byly inkubovany
Smin pii laboratorni teploté, aby doSlo k navazani DNA na magnetické kulicky. Po
uplynuti doby inkubace byly kulicky imoblizovany magnetem na sténach jamek, zbyly
roztok byl odebran a miska sejmuta z magnetu. DNA navézana na kulickach byla postupné
precisténa roztokem Washing buffer I (dvakrat) a Washing buffer II tak, ze bylo ke vzorku
pfidano vzdy 100 pl roztoku, vSe bylo promichdno pipetovanim, miska byla umisténa na
magnet a roztok byl odpipetovan. Po odebrani roztoku Washing buffer II byla miska
sejmuta z magnetu a ke kulickdm S navazanou DNA bylo pfidano 40 pl deionizované
vody, aby doslo k eluci DNA. V poslednim kroku byly kulicky magnetem imobilizovany
na sténach jamek a voda obsahujici DNA byla odebrana do nové 96-jamkové misky. Pred

pouzitim byla DNA uskladnéna pfi teploté -20 °C.
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4.2.2 Metody pro analyzu genotypu za pomoci mikrosatelitovych markert
V blizkosti studovaného genu Dncpago1 bylo jiz diive zamapovano nékolik

mikrosatelitovych markeri (viz obr. 2).

4.2.2.1 Analyzované markery

K analyze genotypu v mapovaci populaci byly vybrany markery cfdl4, cfd68
a gwm473, které se nachazeji dostatecné blizko genu (viz obr. 2) a ve srovnani s ostatnimi
markery v okoli jsou nejlépe hodnotitelné. Charakteristika téchto markeri je uvedena

v tabulce 4.

Tab. 4: Charakteristika vybranych markeri

Délka produktu
Marker Sekvence primeru SSR motiv PCR v Glupro a
CI 2401 (bp)
F | CCACCGGCCAGAGTAGTATT
T fiblizng 150 (+/-2)*
cfd14 R | TCCTGGTCTAACAACGAGAAGA | 'C priblizng 150 (+/-2)
F | TTTGCAGCATCACACGTTTT
cfde8 R | AAMAATTGTATCCCCCGTGGT T 209,211
F | TCATACGGGTATGGTTGGAC
QUMATS |t e (GT)14(TTGG)(GT)8 | 225, 227

* délka je uréena na zakladé porovnani s velikostnim markerem (20 bp ladder) na nedenaturujicim
polyakrylamidovém gelu

4.2.2.2 Amplifikace markerovych lokusi pomoci PCR

Pfed vlastnim testovanim technik detekce byla pomoci PCR za standardnich
podminek amplifikovana DNA s pouzitim primerd pro markery cfd14, cfd68 a gwm473.
Templatem byla DNA rodi¢i mapovaci populace izolovana kitem Invisorb® Spin Plant
Mini Kit a DNA jedincti mapovaci populace izolovana kitem Invisorb® Spin Plant Mini
Kit nebo vysokokapacitni metodou za pouziti kitu Agencourt® Genfind v2. Pro testovéni
byly vybrany vS§echny mozné genotypy (dominantni homozygot - A, recesivni homozygot -
B a heterozygot - H), aby bylo moZno porovnat citlivost jednotlivych metod pfi rozliSovani
genotyptl. Slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 5, reakéni podminky specifické pro

jednotlivé primery jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tab. 5: SloZeni reak¢ni smési pro PCR

Reagencie Objem KOI’]CEI:]tI:aCEV .
V reakéni smési

10x PCR pufr 2l 1x

10 mM dNTPs 0,4 ul 200 uM

10uM primer F 2 ul 1uM

10uM primer R 2l 1uM

Taq polymeraza (4 U/ul) | 0,4 ul 0,08 U/ul

DNA (10 — 25 ng/ul) 2l 1-2,5ng/ul

Deionizovana H,0 11,2l -

Celkovy objem 20 pul -
Tab. 6: Podminky PCR

cfd14 cfd68 gwm473

Pocateéni denaturace 94 °C | 5min 94°C | 5min 94°C | 5min
Denaturace 94°C | 30s 94°C | 30s 94°C | 30s
Nasedani primeru* 40x | 55°C | 30s 40x | 60°C | 30s 40x | 55°C | 30s
Elongace 72°C | 30s 72°C | 30s 72°C | 1 min
Zaverecna elongace 72°C | 10 min 72°C | 10 min 72°C | 10 min

*Teplota nasedani primert byla zji§téna v databazi GrainGenes 2.0 (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/
index.shtml)

4.2.2.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza byla provadéna na 96-kapilarovém sekvenatoru 3730xl
DNA analyzer, Applied Biosystems. Pied vlastni separaci byla DNA amplifikovana
pomoci PCR, pfi které doslo k fluorescenénimu oznaceni produkti. Oproti standardnimu
sloZzeni reakéni smési pro PCR byl v této reakci F primer zaménén za primer Fext a
soucasné¢ byl do reakce ptfidan fluorescenéné¢ znaceny primer MI13 6-FAM
(5"-CACGACGTTGTAAAACGAC-3%). Primer Fext je tvofen sekvenci shodnou se
sekvenci standardniho F primeru, prodlouzenou o 19 nukleotidii komplementérnich k M13
6-FAM znacenému primeru. Kombinace téchto primerti umoznuje fluorescencni oznaceni
produktu amplifikace. Vlastni PCR probihala v objemu 20 pl. Slozeni reakcéni smési je
uvedeno v tabulce 7. Amplifikace probihala v termocycleru za podminek specifickych pro
pouzité primery (viz tab. 6). Tato metoda byla pouzita pro analyzu genotypu markert
cfd68 a gwm473.
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Tab. 7: SloZeni reak¢ni smési pro PCR

Reagencie Objem Koncerjtracev .
V reakeéni smési

10x PCR pufr 2 ul 1x

10 mM dNTPs 0,4l 200 uM

10 uM primer R 0,2 ul 0,1 uM

10 uM primer Fext 0,16 pl 0,08 uM

10 uM primer M13 6-FAM 0,12 pl 0,06 uM

Taq polymeraza 0,4l 0,08 U/ul

DNA (10 — 25 ng/ul) 2 ul 1-2,5ng/ul

Deionizovana H,O 14,7 pl -

Celkovy objem 20 ul

Po amplifikaci byly produkty PCR purifikovany kitem Agencourt® AMPure. Po pie¢isténi
bylo ke kazdému vzorku ptidano 10 pl formamidu Hi-Di a 0,2 ul velikostniho standardu
GeneScan-500 Liz Size standard. Vzorky byly denaturovany v termocycleru 2 min pfi
98 °C, poté ihned vlozeny na led a nésledn¢ byla provedena kapilarni elektroforéza na
sekvenatoru. Vysledky byly vizualizovany a vyhodnoceny v programu GeneMarker VV1.75
(SoftGenetics, LLC).

4.2.2.4 Elektroforéza v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza byla provadéna na zatizeni C-DASG-400-50 s velikosti skel 500 x
220 mm, mezerniky vymezujicimi tloustku gelu 1 mm a hiebenem, jenz umoziuje
vytvofeni 100 jamek v gelu. Touto technikou byly analyzovan pouze marker cfd14.

Smichanim jednotlivych slozek byl ptfipraven 6% nedenaturujici polyakrylamidovy
gel, ktery byl nalit mezi utésnéna elektroforetickd skla. Polymerizace probihala po dobu
45 min. Mezitim byl katodovy 1 anodovy prostor aparatury naplnén piiblizné¢ 800 ml 0,5x
pufru TBE a do pufru v anodovém prostoru byl pfidan roztok ethidium bromidu do
kone¢né koncentrace 1 ug/ml. Po ztuhnuti gelu byla skla s gelem vlozena do aparatury
a byl spuStén tzv. ‘prerun” aby doslo k nasyceni gelu ethidium bromidem. "Prerun’
probihal pii napéti 300 V 45 min. Po uplynuti této doby mohly byt do jednotlivych jamek
gelu naneseny vzorky DNA smichané s pufrem 6x STOP C. Vzorky byly michany
v poméru 4 pl PCR produktu k 1 pul pufru 6x STOP C a cely objem 5 pl byl nanasen na
gel. Do prvnich a poslednich dvou jamek byly naneseny velikostni standardy 20 bp ladder
a 100 bp ladder. Separace vzorkl probihala vzdy 45 min pfi napéti 350 V. Po této dob¢ byl
gel prohlédnut na transiluminatoru a vyfocen. V ptipadé, ze produkty PCR nebyly

dostateCné rozdé€leny, probihala separace dale pii stejnych podminkach. Doba dalSiho
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déleni zavisela na délce analyzovanych polymorfnich produkti PCR. Po dokonceni

separace byl gel opét vyfotografovan a nasledné€ vyhodnocen.

4.2.2.5 Elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu
Elektroforeticka separace produktit PCR

Posledni z testovanych metod byla polyakrylamidovd gelova elektroforéza za
denaturujicich podminek optimalizovana pro vyhfivanou sekvenac¢ni elektroforetickou
komiirku S2 Whatman Biometra (rozmér skel 333 x 392 x 418 mm, tloustka gelu 4 mm).
Tato metoda byla pouzita pro analyzu genotypu vSech tii markert (cfdl4, cfd68 a
gwm473).

Elektroforeticka skla byla pfed pouzitim oSetfena na strané, ktera je v kontaktu
s gelem, specifickymi latkami. Ptedni del$i sklo bylo potfeno ptipravkem proti ulpivani
vody na sklech automobili a zadni krat$i sklo bylo silanizovano 1 ml roztoku 0,5%
kyseliny octové v 96% ethanolu s 3 pl/ml 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu, ktery
ma vyznam pfi nasledné manipulaci s gelem. Smichanim jednotlivych slozek roztoku byl
ptipraven 6% denaturujici PAA gel, roztok byl nalit mezi elektroforetickd skla a ponechén
45 min, aby doSlo k dokonalé polymerizaci. Katodovy i anodovy prostor aparatury byl
naplnén pufrem 0,5x TBE. Po uplynuti doby nezbytné pro polymerizaci byla skla s gelem
vlozena do elektroforetické aparatury a vytemperovana na teplotu 50 — 58 °C (na zdroji
byly nastaveny hodnoty 90W a 3000V). Gel byl takto predehiivan asi 30 min. Poté byl
mezi skla do gelu vlozen 1 mm hluboko hiebinek (typ sharktooth MP). Vzorky byly
pfipraveny smichdnim produktu PCR snandSecim pufrem v poméru 2:1 a nasledné
denaturovany 3 min pii 96 °C v termocycleru. Po dokonceni denaturace byly ihned
umistény na led, aby nedoslo k opétovné renaturaci vlaken DNA. Na gel bylo nanasené po
2 ul kazdého vzorku. Vlastni déleni produkti PCR probihalo pii vykonu 70W (pocatecni
hodnota napéti byla nastavena na 3000 V). Doba déleni byla zavisld na délce délenych
molekul DNA. Po ukonceni separace byla skla vyjmuta z aparatury a oddélena od sebe.

Gel pfichyceny ke krat§imu sklu byl barven stfibrem.

Vizualizace produktit PCR
V prvni fazi bylo sklo s pfilepenym gelem vloZeno na minimalné 20 min do 10%

roztoku kyseliny octové (fix/stop roztok). Tim doslo k fixaci DNA v gelu a vyplaveni
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mocoviny. Nasledn¢ byl gel od kyseliny octové n¢kolikrat oplachnut v deionizované vodé
a vlozen na 5 min do 1% roztoku kyseliny dusi¢né, kterda by méla zabranit vzniku
nespecifického pozadi. Po 5 minutach byla kyselina dusi¢na z gelu nékolikrat vymyta
deionizovanou vodou a sklo s gelem bylo vloZzeno na 30 min do 0,1% roztoku dusi¢nanu
stiibrného s pfidavkem formaldehydu. Od pifebytecného stiibra byl gel oplachnut
Vv deionizované vodé a vlozen do vychlazené vyvojky (4 °C), do kterého byl pred pouzitim
pfidan formaldehyd a thiosiran sodny. Ve chvili, kdy byly PCR produkty dostate¢né
obarveny, byla reakce zastavena snizenim alkalického pH uhli¢itanu sodného piidanim
fix/stop roztoku. Po dokonceni barveni byl gel vysuSen a vyhodnocen s pomoci

negatoskopu a nasledné naskenovan.

4.2.3 Odvozovani markeri pro zahuSténi genetické mapy v oblasti genu

Dnci2401

Za Ucelem zahu$téni genetické mapy v oblasti genu Dncjo401, bylo otestovano
celkem 52 potencidlnich markeri na polymorfismus mezi rodi¢i mapovaci populace. Mezi
témito markery bylo 14 mikrosatelitovych (SSR) markera (tab. 8), 33 markerd ISBP (tab. 9
a tab. 10) a 5 markerd IRAP (tab. 11). Primery pro testované markery byly odvozeny ze
sekvenci BAC kloni pochazejicich z knihovny DNA specifické pro kratké rameno
chromozému 7D (7DS) (Safai et al., 2010). BAC klony ztéto knihovny byly
fingerprintovany a uspotadany do kontigi. Skriningem knihovny markery cfd68 a gwm473
byly nalezeny klony nélezici do kontigu ctg244 a ctg285 respektive. Primery pro nové
markery byly navrZzeny na zékladé znalosti koncovych sekvenci (BES) 7 BAC kloni
pochazejicich z kontigu ctg285, a dale kompletni sekvence 4 BAC klonu (2 z kontigu
ctg244 a 2zkontigu ctg285) osekvenovanych technologii 454. Primery pro
mikrosatelitové markery byly navrzeny pomoci programu SciRoKo (Kofler et al., 2007),
zatimco markery ISBP byly navrzeny s vyuzitim programu ISBPFinder (Paux et al., 2010),
pfipadné manualné za pouziti databaze TREP (http://wheat.pw.usda.gov/I[TMI/Repeats/) a
programu Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000). Databaze TREP a program Primer3 byly

pouzity i pro navrzeni primerd pro markery IRAP (Kalendar et al., 1999).
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Tab. 8: Piehled testovanych SSR markerii odvozenych z kompletnich sekvenci BAC klonu

Délka
Oznaceni | Sekvence primeru Motiv prodgktu PCR BAC. klon,
v Chinese kontig
Spring (bp)
MS 1 F AAAACCACCCAATCAAACCA AC 234 7D042K15,
R | TTGCTAAAGAATGCGCTGTG ctg244
F CGTCGACACATTGCACTACC 7D042K 15,
MS 2 R | AGGTTAACATGAAGCGCTGG cce 173 ctg244
F CGTGGAGAGGATCAAGGCTA 7D086C17,
MS3 R | CCGCAGTAATCCTAAACCCA AGG 229 ctg285
F GGGGAGGTGCTACTGTTTGA 7D086C17,
MS 4 R | GGTGTTGGAGGTGGAGAAAA ATCC 233 ctg285
F GCAAGCTCTGGTACTGCCTC 7D086C17,
MS S R | GGCAAGAGTAACCGATGGAA ACG 235 ctg285
F TCCGAAGAACAATACCGCTC 7D086C17,
MS 6 R | CTTCTTGGCTACTTGCCTGG ACCTC 1 150 ctg285
F TGCTATGAGCTGTTGCTGCT 7D086C17,
MS 7 R | TGGTCCAAGTGGCTGGTTAT AGC 241 ctg285
F GATCAGGGTTGATGCTGTGA 7D070112
AATT 1 '
MS8 R TTGCGGAAGTTGAGTCCTTT ¢ %8 ctg285
F CATCACGTCACCACCTGTTC 7D070112,
MS 9 R | TGGCTGCTCATGTTCTTGTG AC 245 ctg285
F GAGGGAAGGTTGGAAGAAGG 7D070112,
MS 10 R | GGTCCAGACGGAAAACAAGA ACGGC | 228 ctg285
F ATGCATCCATCCATGTGTGT 7D070112
ATGC 198 '
Ms 11 R | ACGTAAGCCTTTGCACTGCT ctg285
F GAATCGGGCTTTTAACTGAAT 7D090105
AAC 250 '
MS 12 R | TTGAGTACCCAAACAGGGCT ctg244
F TTGCCAAGGAGGTAATCTGG 7D090105
A 187 ’
MS 13 R | TTTGAGTTGATGTCGCCAAG G 8 ctg244
F ACAATGGGATTCCAGCAGAG 7D086C17
AG 164 '
MS 14 R AAACGGTGTGCATGCAAGT ctg285
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Tab. 9:

Piehled testovanych ISBP markert odvozenych z kompletnich sekvenci BAC kloni

Délka
., . produktu PCR | BAC klon,
Oznaceni | Sekvence primeru . .
v Chinese kontig
Spring (bp)
ISBP 1 F GGGATCTAGCATTTGGGGTT 414 7D042K 15,
R | TGTTCTCACTGCGAGTGTCC ctg244
ISBP 2 F AACACATAGCCGAAAATGGC 424 7D042K 15,
R | GGTTGCAAGGTTCACTGGAT ctg244
ISBP 3 F | TCCTTGTCTTGTGTTGCGTC 530 7D042K15,
R | TTCCACTAAGGCCCATGAAC ctg244
ISBP 4 F TTATATACGGGGGAGGGAGC 476 7D086C17,
R | TGAATATTGGCATCACGTCC ctg285
ISBP 5 F CCGGCCTCATGTGATAGTTT 495 7D086C17,
R | GACGTAGATCTCAGAGCGCC ctg285
ISBP 6 F AACACATAGCCGAAAATGGC 510 7D086C17,
R | GGAATTTTGGACCTTCGTGA ctg285
ISBP 7 F CGATCCAATGCCTACGAGAT 476 7D070112,
R | GCAATCGCCCTGTAATTGTT ctg285
ISBP 8 F ATGCTACCGCTGAACAAACC 584 7D070112,
R | CGGTGAGCATCATGAAATTG ctg285
ISBP 9 F TAGCAATGCAATGAGCTTGG 463 7D070112,
R | ACGGACCCCCTCTTGATAGT ctg285
ISBP 10 F CCACCCTCACACTTTACCGT 516 7D090105,
R | TGTGTTTTGGCATTCAGCTC ctg244
ISBP 11 F TAACCAATCGCCGGTCTATC 460 7D090105,
R | CTACACCTCTTGGCTGGCTC ctg244
ISBP 12 F AGAGGAAGAGGGCTACGAGG 518 7D090105,
R | GCATTTGGACTCCGTCTGAT ctg244
ISBP 13 F GGTTTCATTCCGTTTGCACT 440 7D070112,
R | TGAATAGGGAGAATGCTGGC ctg285
ISBP 14 F AGTGAACCTGTGTCCTTGGG 548 7D070112,
R | CTTCCAGGGTGTCTTGTGGT ctg285
ISBP 15 F CTTCCCGCTCTAATGGATGA 567 7D070112,
R | CAGCATCAGTCCGGGTTAGT ctg285
ISBP 16 F TCTCCCGATGAAGAAGAGGA 597 7D070112,
R | CAATATGCACCAACTGTGCC ctg285
ISBP 17 F GTGCCGTACGTTCGGTAGTT 420 7D086C17,
R | TAATCCAAAAGCGGGAATTG ctg285
ISBP 18 F CCCACTCGACCAGAAACATT 597 7D086C17,
R | GAACATCGCGAAAGAAGGAG ctg285
ISBP 19 F TGTAAACCAGGATTCCGAGG 407 7D086C17,
R | CCAGGTGCGCCATTAGTAGT ctg285
ISBP 20 F CGATCTATTCTGTTCCCCGA 543 7D086C17,
R | GGCCAATGATGCATACTCCT ctg285
1SBP 21 F GGGACACACATGAATCGTGA 531 7D042K15,
R | ACATCAACCGCGTTGTCATA ctg244
ISBP 22 F AGCGTCAACGCTGTAAATCA 424 7D042K15,
R | TCGATGCATTGAGGATTGAG ctg244
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Tab. 10: Piehled testovanych ISBP markeri odvozenych z BES

Délka
Oznadeni Sekvence primeru produktu PCR | BAC Klon,
markeru v Chinese kontig
Spring (bp)
ISBP 23 F | TGGGATATCTCATTTGTATGGACA 134 7D072123,
R | CAAGCACCCTCTTGGTGTG ctg285
ISBP 24 F | CACACCAAGAGGGTGCTTG 207 7D072123,
R | TCGCATGTGTTAAAGGAGAGG ctg285
ISBP 25 F | AGTCTACCTTGCAGGCAACC 335 7D070112,
R | CTGGAGCTGCACTCATCAAA ctg285
ISBP 25 F | AGTCTACCTTGCAGGCAACC 498 7D070112,
R | TTCGACCACGTTGAAATTGA ctg285
ISBP 27 F | AACACATTAGGAAAGCGCAAA 619 7D064L19,
R | GCCAGCTTCCAAACAAAAAG ctg285
ISBP 28 F | AACACATTAGGAAAGCGCAAA 680 7D064L19,
R | GCGAAAAACCAACAGCAATC ctg285
ISBP 29 F | AGGGGGAGATTGAAAGTGCT 267 7D025N09,
R | AAACAACACCTCATCCCCTTT ctg285
ISBP 30 F | CGTTGGAGACGTATCATTGC 85 7D083M 14,
R | TCAACATAAAAGCATGATGCAA ctg285
ISBP 31 F | AGCCCATTCCGAGAACTTTT 217 7D083M 14,
R | AATGGGCGTATCAAGACCAG ctg285
ISBP 32 F | TTTGGGAAGGCCCTGTAAGT 295 7D086C17,
R | TTTCCCATGTCTTCCTTTGG ctg285
ISBP 33 F | TGGTTAAGCTGATACCTCTCCAA 155 7D048105,
R | AAAACAGGAACTGGCACTGG ctg285
Tab. 11: Piehled IRAP markeri odvozenych z BES
Nazev Sekvence primeru BAC klon, kontig
IRAP 1 GTCAGACTAAAATAAGTTCCTTGGAT | 7D072123, ctg285
IRAP 2 ACCACCCAGGGATAGTAGCA 7D025N09, ctg285
IRAP 3 CGTTGGAGACGTATCATTGC 7D083M14, ctg285
IRAP 4 AATGGGCGTATCAAGACCAG 7D083M14, ctg285
IRAP 5 TGAGAGCAGGGAACAATCAA 7D048I05, ctg285

4.2.3.1 Amplifikace markerovych lokusti pomoci PCR

PCR byla provedena standardnim zptsobem v objemu 30 pl, sloZeni reak¢éni smési
je uvedeno v tabulce 12. Podminky PCR se pro jednotlivé primery lisily pouze v teploté
nasedani primeru T,. Primery pro mikrosatelitové markery MS 1 — MS 14 byly navrzeny
pro T, 60 °C, pro markery ISBP 1 — ISBP 22, odvozené z kompletné osekvenovanych BAC
klontl, byla T, 58 °C a pro markery ISBP 23 — ISBP 33 byla T, 55 °C. Casovy i teplotni
profil PCR je uveden v tabulce 13. Jako templat pro PCR slouzila DNA izolovana z rodi¢t

mapovaci populace (oznaceni A a B), dale smés téchto dvou DNA v poméru 1:1, ktera
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pfedstavovala heterozygotni genotyp (H), a jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek

amplifikované DNA z kratkého ramene chromozému 7D odriidy Chinese Spring.

Tab. 12: SloZeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Objem Konce[\tracev .
V reakéni smési
10x PCR pufr 3ul 1x
10 mM dNTPs 0,6 ul 200 uM
10uM primer F 3ul 1uM
10uM primer R 3ul 1uM
Taq polymeraza (4 U/ul) | 0,6 ul 0,08 U/ul
DNA (10 ng/pl) 3ul 1 ng/ul
Deionizovana H,0 16,8 ul -
Celkovy objem 30 ul -
Tab. 13: Podminky PCR
Markery SSR a ISBP Markery IRAP
Pocate¢ni denaturace 94 °C | 5min 95°C 5 min
Denaturace 94°C | 30s 95 °C 30s
Nasedani primeru 35X x°C | 30s 30x | 60°C 1 min
Elongace 72°C | 30s 72 °C 30s
Zavére¢na elongace 72°C | 10 min 72 °C 30s

X oznacuje Ty, ktera je specificka pro jednotlivé primery

4.2.3.2 Separace produkti PCR na polyakrylamidovém gelu

Po provedeni PCR byly vSechny vzniklé produkty separovany a vizualizovany
s vyuzitim polyakrylamidové gelové elektroforézy za nedenaturujicich podminek. Na
zaklad€ porovnani s pozitivni kontrolou byly identifikovany produkty specifické pro kratké
rameno chromozému 7D a bylo vyhodnoceno, zda jsou rodi¢e mapovaci populace pro
dany marker polymorfni. V pfipadé mikrosatelitovych markert s délkou motivu 2 a 3 bp
byla pfitomnost ¢i nepfitomnost polymorfismu ovéfena s vyuZitim elektroforézy v 6%
denaturujicim PAA gelu. Markery s délkou repetitivniho motivu 4 a 5 bp byly pro

potvrzeni vysledku testovany na 8% nedenaturujicim PAA gelu

4.2.3.3 Sekvenovani ISBP lokusi
Markery ISBP, kter¢é na PAA gelu nevykazuji polymorfismus charakteru
pfitomnosti nebo nepiitomnosti produktu PCR, mohou obsahovat polymorfismus na

sekvencéni Urovni. Z tohoto ditvodu byly klonovany a nasledné sekvenovany produkty PCR
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pro vybrané ISBP lokusy odvozené z BES. Byly vybrany takové lokusy, u nichz byl na
elektroforéze patrny pouze jeden silny produkt, pfipadné jeden siln€j$i hlavni produkt
a n¢kolik slabsich o vétsi délce (pfednostné dochazi k zaklonovani nejkratSiho produktu).
Produkty PCR, jejichz délka byla vétsi nez 200 bp, byly sekvenovany z primeri
vymezujicich dany ISBP lokus. Produkty krat$i nez 200 bp byly sekvenovany z primerti
M13 komplementarnich k sekvenci plasmidu (M13 F 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3’,
M13 R 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3"). Pokud by u takto kratkych produkti byly
pouzity specifické primery, nemuselo by dojit k piekryti sekvenci ziskanych z obou konct
sekvenovaného tseku DNA, protoze zacatek cteni (prvnich 20 — 100 bazi) je obvykle

nekvalitni.

Zaklonovani PCR produktu

Vzorek DNA po PCR amplifikaci byl pfed samotnym klonovanim ptecistén kitem
Invisorb® Spin PCRapid Kit, uréenym k purifikaci PCR produktii. Pie¢isténa DNA byla
pouzita pro zaklonovani do vektoru a naslednou transformaci.

Produkty PCR byly klonovany s vyuzitim klonovaciho kitu TOPO® XL PCR
Cloning Kit. Vektorem pak byly transformovany elektrokompetentni bakterie Escherichia
coli, které jsou spolu se S.0.C. médiem soucasti kitu One Shot® TOP10 Electrocomp
Cells. Liga¢ni smés byla vytvofena smichanim 4 pl piecisténého produktu PCR s 0,3 pl
klonovaciho vektoru pCR®-XL-TOPO®Vector. Smés byla inkubovéana 5 min pfi pokojové
teploté. Poté byla reakce zastavena ptidanim 1 pl zastavovaci soli 6X TOPO® Cloning
Stop a uchovana na ledu. Tésné pied transformaci byla ligatni smé&s smichana s 14 pl
elektrokompetentnich bakterii E. coli a kratkou chvili ponechana na ledu. Poté byly
bakterie transformovany elektroporaci pii napéti 330 V. Transformované bakterie byly
preneseny do 250 pl S.O.C. média a resuspendovany. Bakterie byly v S.0.C. mediu
inkubovany 1 hodinu pii 37 °C za stalého tfepani (175 rpm). Nésledné byla suspenze
transformovanych bakterii nanesena na ¢tvercovou kultivaéni misku s tuhym 2YT médiem
doplnénym o kanamycin (0,05 mg/ml média). Bakterie byly inkubovéany v termostatu pfi
37 °C pies noc. V ptipad¢ klonovani dlouhych PCR produkti (> 200 bp) byla dalsi den
pomoci PCR se specifickymi primery ovéfena pifitomnost klonovaného lokusu a produkty
zadané velikosti byly pouzity pro sekvenovani. V piipadé kratSich produkta (<200 bp)
byly po inkubaci bakterialni kolonie pfeockovany na nové médium a opét kultivovany

Vv termostatu pii 37 °C do dal§iho dne za ucelem zisku vét§iho mnoZstvi bakterii. Poté bylo
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provedeno ovéteni pritomnosti zddaného tiseku DNA a z pozitivnich kolonii byl izolovan

plasmid nesouci tento usek.

I1zolace plasmidu

Pozitivni kolonie nesouci zadany tisek DNA byly pieneseny do 3 ml tekutého LB
média s pfidavkem kanamycinu (0,05 mg/ml média) a inkubovany za stalého tifepani
(250 rpm) pies noc. Nasledujici den byly zkumavky s bakterialni suspenzi, centrifugovany
10 min pfi 3100 g. Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve 100 pl
resuspenzacniho pufru P1, zaroven byl pfidan 1 pl RNazy (30 mg/ml). Cely objem
suspenze byl pfenesen do 1,5 ml mikrozkumavky, bylo k nému pfidano 100 pl lyza¢niho
pufru P2 a po 5 minutové inkubaci pii pokojové teploté bylo ptidano 100 pl vychlazeného
neutraliza¢niho pufru P3. Smés byla inkubovdna 10 min na ledu a poté centrifugovana
10 min pii 9300 g. 110 ul lyzatu z jednotlivych vzorkt bylo pfeneseno do 96—jamkové
misky a pieciSténo za pouziti kitu Agencourt® CosMCPrep. Postup pre&isténi byl oproti
manualu mirné¢ modifikovan. K lyzatu bylo pfidano 10 pl suspenze magnetickych kuli¢ek
a80 pul izopropanolu. Po inkubaci byly magnetické kulicky snavazanou DNA
imobilizovany pomoci magnetu na sténach zkumavek a supernatant byl odpipetovan. Poté
byly kulicky dvakrat oplachnuty 100 ul 80% ethanolu. Po odebrani veskerého roztoku byly
vzorky vysuseny od zbytkl ethanolu pti 37 °C. K vysusenym kulickdm s navdzanou DNA
bylo pfidano 40 ul deionizované vody, aby doslo k eluci DNA. Po 5 minutach byla miska

umisténa na magnet a po vycefeni byl roztok eluované DNA pienesen do nové misky.

Purifikace PCR produktu pied sekvenovinim

Produkty PCR a byly pied sekvena¢ni reakci pieCistény smési enzymu
exonukledzy I a termosenzitivni alkalické fosfatdzy za ucelem odstranéni zbytkl
nukleotidll a primerd, které by interferovaly s vlastni sekvenacni reakci. Purifika¢ni reakce
probihala v celkovém objemu 7 pl, coz poskytovalo dostate¢né mnozstvi DNA pro 2
nasledné sekvenacni reakce (sekvenovani tiseku DNA zobou konci). K3 ul PCR
produktu bylo ptidano 0,05 pl exonukleazy I (20 U/ul), 0,5 pl termosenzitivni alkalické
fosfatazy FastAP (1 U/ul) a 3,45 ul 1x PCR pufru. Reakéni smés byla inkubovana

Vv termocycleru 30 min pii 37 °C a nasledné€ 5 min pti 95 °C.
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Sekvenovani

Sekvenovani bylo provadéno s pouZitim sekvenadniho kitu BigDye®™ Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit. Sekvenacni reakce probihala v objemu 10 ul podle instrukci

uvadénych v kitu. Reak¢ni smés obsahovala sekvenacni smés BigDye, 5x sekvenacni pufr,

specificky primer ¢i primer komplementarni k sekvenci plasmidu, deionizovanou vodu

a purifikovanou DNA (tab. 14). Mnozstvi DNA bylo optimalizovano na objem 2 ul na

reakci. Reakce probihala v termocycleru za podminek uvedenych v tabulce 15. Produkty

sekvenacni reakce byly piecistény kitem Agencourt CleanSEQ. Pied vlozenim do

sekvenatoru byly vzorky denaturovany 2 min pii teploté 98 °C. Analyza sekvenacnich

produkti byla provadéna na 96-kapilarovém sekvenatoru. Vysledky byly zpracovany

pomoci programt Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems) a MEGA 4.1 (Tamura et

Tab. 15: Podminky sekvenaéni

reakce
Teplota | Cas
98 °C 5 min
96 °C 10s
50x 50 °C 5s
60 °C 4 min

al., 2007).

Tab. 14: Slozeni reak¢éni smési pro

sekvenovani
Reagencie Objem
BigDye 1l
5x sekvenaéni pufr 1,5 ul
10 uM primer 1l
Purifikovana DNA 2l
Deionizovana H,0O 4,5l
Celkovy objem 10l
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5. Vysledky

5.1 Metody pro analyzu genotypu za pomoci mikrosatelitovych markeri
Byly testovany tii metody vhodné k analyze genotypu mikrosatelitovych markert.
Jednalo se o kapilarni elektroforézu, elektroforézu Vv nedenaturujicim PAA gelu
a elektroforézu v denaturujicim PAA gelu. Pro testovani téchto metod byla pouzita jednak
DNA rodi¢t mapovaci populace (A a B), izolovana kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit,
asmés DNA rodict v poméru 1:1, predstavujici genotyp heterozygota (H). Dale byla
pouzita DNA jedinct mapovaci populace F,.3, kterd byla izolovana komerénim kitem
Invisorb®™ Spin Plant Mini Kit nebo metodou vysokokapacitni izolace DNA za pouziti kitu
Agencourt” Genfind v2. Ziskané vysledky byly vzdjemné porovnany a pouZité metody
byly ohodnoceny z hlediska vhodnosti pouziti k analyze genotypu jedinci mapovaci
populace pro markery ve vazb& na gen pro rezistenci K msici zhoubné (cfd14, cfd68,

gwm473).

5.1.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza byla pouzita k zjiSténi genotypu jedinci mapovaci
populace v lokusech cfd68 a gwm473. Touto metodou byli analyzovani jedinci, jejichz
DNA byla izolovdna vysokokapacitni metodou. Jako pozitivni kontrola k uréeni
jednotlivych genotypii slouzili rodi¢e mapovaci populace. Celkové bylo analyzovano 552
jedinc mapovaci populace.

Polymorfni PCR produkty markeru cfd68 maji velikost 209 a 211 bp. V piipade
markeru gwm473 jsou polymorfni produkty PCR dlouhé 225 a 227 bp. Pro detekci
produktii PCR pfi kapilarni elektroforéze bylo pouzito fluorescencni znaceni za pomoci
prodlouzeného primeru Fext a zna¢eného primeru M13 6-FAM. V dusledku toho byly tyto
produkty PCR oproti piivodnim velikostem delsi o 19 bp. Hodnoceny tedy byly polymorfni
produkty délek 228 a 230 bazi v pfipad¢ markeru cfd68 a 244 a 246 bazi v ptipad¢é markeru
gwm473. Vystupem z kapilarni elektroforézy je elektroforetogram, ktery je tvofen piky
intenzity fluorescence, které odpovidaji produktim urcité délky. Velikost produktl je
stanovena porovnanim s fluorescenéné znacenym velikostnim standardem, ktery je
pfitomen v kazdém vzorku.

V ptipadé homozygotniho genotypu byl na elektroforetogramu ptfitomen jeden
hlavni (nejvyssi) pik, odpovidajici hlavnimu produktu PCR, a jeden ¢i vice mensich pikd,
tzv. stutter pikd, které predstavuji vedlejsi produkty reakce. Pokud je zkoumany jedinec
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heterozygot (H), mély by u néj byt ptitomny produkty PCR charakteristické pro genotyp A
1 B ve stejném pomeéru, vcetné vedlej$ich produkti reakce. Vysledné intenzity fluorescence
produktti o shodnych délkach se pak séitaji. Obrazky 4 a 5 znazornuji elektroforetogramy
produktd PCR pro rodi¢e mapovaci populace (A a B) a heterozygota (H) pii pouziti

primert amplifikujicich mikrosatelitové lokusy cfd68 a gwm473.
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Obrazky 4 a 5 predstavujyi vysledky, které jsou velmi dobfe hodnotitelné.
Takovychto vysledki bylo dosaZeno pfi pouziti DNA izolované kitem Invisorb® Spin Plant
Mini Kit. Pokud vsak byla pouzita DNA izolovana vysokokapacitni metodou, byly nékteré
vzorky hodnotitelné obtizné. Piikladem takového vysledku je obrazek 6. Z tohoto

elektroforetogramu neni jasné, zda se jedna o genotyp A ¢i H. Ziskany vysledek by bylo
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mozno interpretovat jako genotyp A, protoZe nejvyssi intenzitu fluorescence vykazuje PCR
produkt velikosti 230 respektive 246 bazi. Intenzita fluorescence produktu PCR velikosti
228 respektive 244 bazi je vsak prilis vysoka, takze se zfejmé nejedna o vedlejsi produkt
reakce (stutter pik), ale jeden z hlavnich produkti. Zkoumany jedinec je tedy ziejmé
heterozygotniho genotypu. Takovyto vysledek by mohl nasvédcovat kontaminaci DNA
heterozygota jedincem genotypu A.
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Obr. 6: Elektroforetogram markeru cfd68 a gwm473 pro jedince s nejednoznaénym genotypem
Elektroforetogram A. odpovida markeru cfd68, elektrofretogram B. markeru gwm473. Na obou
elektroforetogramech je mozno vidét dva hlavni piky, odpovidajici produktim velikosti 228 a 230 bazi
Vv ptipadé markeru cfd68 a 244 a 246 bazi v piipadé markeru gwm473. Nejvyssi intenzitu fluorescence maji
v piipadé obou markerti nejdelsi produkty (230 bazi, 246 bazi), které jsou charakteristické pro genotyp A.
Intenzita fluorescence produktt délky 228 a 244 bazi je ptili§ vysoka na to, aby byly oznadeny za vedlejsi
produkty reakce. S nejvetsi pravdépodobnosti se jedna o vzorek DNA jedince genotypu H, ktery byl
kontaminovan vzorkem genotypu A.

5.1.2 Elektroforéza v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu

Elektroforézou v nedenaturujicim PAA gelu byly analyzovany pouze produkty
PCR markeru cfd14. Polymorfni produkty zbyvajicich dvou markert (cfd68 a gwm473)
nebyly na tomto elektroforetickém systému rozlisitelné. Alely markeru cfd14 jsou

znazornény na obrazku 7.
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Obr. 7: Elektroforetogram markeru cfdl4 na
nedenaturujicim PAA gelu pro rodice a heterozygota

Sipky vyzna¢uji polymorfni PCR produkty. Sipka 1
oznacuje produkt typicky pro genotyp B, Sipka 2
produkt genotypu A. U heterozygota jsou patrné oba dva
produkty. Pismena A, B, H zna¢i genotypy
analyzovanych jedincti. M — velikostni marker 20 bp
ladder.

Pivodné byl pozorovan a vyhodnocovan pouze polymorfismus v produktu PCR €. 1, coz
umoznilo jednoznacné rozliSit pouze genotyp recesivniho homozygota (B), zatimco
genotyp dominantniho homozygota (A) a heterozygota (H) byly povazovany za
nerozliSitelné a byly souhrnné oznadovany pismenem D. Marker byl skérovan jako
dominantni. Na obrazku 7 a 8 je vSak mozno pozorovat produkt PCR ¢. 2 charakteristicky
pro dominantniho homozygota (A). Na zaklad¢ téchto snimkt je od sebe mozné rozlisit
vSechny 3 genotypy a marker cfd14 tak mize byt skorovan jako kodominantni. Rozliseni
mezi genotypem A a H vSak neni dostatecné spolehlivé pro analyzu genotypu ve velkém

méftitku, vzhledem k nereprodukovatelnosti vysledki.

A evA B H _H BiEA=A B B

:
s

100 bp

Obr. 8: Elektroforetogram markeru cfd14 na nedenaturujicim PAA gelu pro
jedince mapovaci populace

Pismena A, B a H oznacuji zjist€éné genotypy pro analyzovany marker. Bila
pismena reprezentuji jedince mapovaci populace, ¢ervené jsou oznaceni rodice a
heterozygot, kteti byli pouziti jako kontroly. M — velikostni marker 20 bp ladder.
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5.1.3 Elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu

Touto metodou byly testovany vsechny tfi mikrosatelitové markery. Nejprve byla
provadéna PCR pii teploté nasedani primera (Tj), ktera byla uvedena pro dané markery
v databazi GrainGenes 2.0, s ndslednou separaci na 6% denaturujicim PAA gelu. Poté byla
T, u jednotlivych markerti optimalizovadna, aby bylo dosazeno co nejvyssiho rozliSeni alel
polymorfnich lokusti. Teplota nasedani primera byla v prvni fazi optimalizovana
s pouzitim DNA izolované kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit. Nasledn& byla provedena
optimalizace pro DNA ziskanou vysokokapacitni izolaci. Po zjisténi optimdlnich T, pro
rodi¢e bylo otestovano 24 jedincti mapovaci populace, u kterych byl jiz predtim urcen
genotyp na zakladé kapilarni elektroforézy (cfd68 a gwm473), nebo elektroforézy
v nedenaturujicim PAA gelu (cfd14).

Marker cfd14

S pouzitim primeru pro marker cfd14 doslo k amplifikaci nékolika lokust, z nichz
pouze jeden byl na denaturujicim PAA gelu vyhodnocen jako polymorfni (obr. 9). Teplota
nasedani primeru (T;) byla postupné zvySovana po dvou stupnich od 55 °C az po 70 °C.
Alely polymorfniho lokusu byly u rodicti a vzorkd jedinct populace, jejichz DNA byla
izolovana kitem, rozlisitelné jiz pii T, 55 °C. ZvySovanim T, nebylo dosazeno vyrazngjsi
redukce pozadi. Krom¢ hlavniho produktu byl pfitomen jeden stutter band, ktery vsak byl

slabsi, a tak nebranil rozliseni jednotlivych alel a ur¢eni genotypu (obr. 9).

N

PAA gelu pro rodice a heterozygota

' ' ' Obr. 9: Elektroforetogram markeru cfd14 na denaturujicim
. ¥

PCR amplifikace byla provedena pii Ta 55 °C. Cerné 3ipky
oznaduji jednotlivé alely polymorfniho lokusu. Cervené Sipky
znazoriuji Stutter bandy. Pismena A, B, H zna¢i genotypy
analyzovanych jedinct.

Pifi testovani vzorku DNA jedinci mapovaci populace, kterd byla izolovana

vysokokapacitni metodou, byla T, zvySena az na 64 °C. Vysledky byly hiife hodnotitelné
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nez v piipadé DNA rodict, protoze v nékterych piipadech byl stutter band natolik silny, Ze
jej bylo mozno zaménit za hlavni produkt. ZvySovanim T, nebylo mozné redukovat
pfitomnost nespecifickych produktl, protoze pii vySSich teplotaich (66 — 70 °C) byly
produkty PCR velmi slabé a nehodnotitelné. Obrazek 10 znazoriiuje vysledek
genotypovani 24 ndhodné vybranych jedinci mapovaci populace, jejichz genotyp byl diive

uréen pomoci nedenaturujici PAA elektroforézy.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
BHAMH B AHHABHHA B A

T ©
@
I

Obr. 10: Elektroforetogram markeru cfd14 na denaturujicim PAA gelu pro jedince mapovaci
populace

PCR byla provedena pii T, 64 °C. Pouzitda DNA byla izolovana vysokokapacitni metodou. Na gelu jsou
viditelné vSechny tii typy genotypt (A, B, H), v nékterych ptipadech nejsou vysledky jednoznacné
(znaCeny &ernou $ipkou). Vzorky s odlisnym vysledkem oproti analyze na nedenaturujicim PAA gelu jsou
oznaceny cervenou Sipkou.

V tabulce 16 jsou pak shrnuty genotypy uréené pomoci nedenaturujici a denaturujici PAA
elektroforézy. Genotypy, které nebylo mozno jednoznacné urcit, jsou zvyraznény Sedou

barvou. Ty, které se u pouzitych dvou metod lisi, jsou zvyraznény ¢ervene.

Tab. 16: Srovnani genotypu jedinci mapovaci populace pro marker cfdl4
zjisténého separaci na denaturujicim a nedenaturujicim PAA gelu

1 3 |4 |5 |6 |7 |8 9 |10]11 |12
Denaturujici PAA gel H B|B|H|B|H|B H|B |HB|H
Nedenaturujici PAA gel | D B |B|D|B |D|B D|B |D D

1314 |15|16 18119 |20 [21 22|23 |24
Denaturujici PAA gel A|lH |B |A H|A|BH|H|A|B A
Nedenaturujici PAAgel | D |D |B | D D|D|D D|D|B D

Pismeno D oznacuje genotyp A ¢i H.
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Marker cfd68

V ptipadé¢ markeru cfd68 doslo k amplifikaci jediného lokusu, ktery je zaroven
polymorfni mezi rodi¢i mapovaci populace a je ve vazbé S genem Dncpaor. Na
elektroforetickém gelu (obr. 11) je mozno pozorovat polymorfni produkty PCR daného
lokusu. Teplota nasedani primert pro tento marker byla testovana v rozmezi 60 — 68 °C.
Pii teploté 68 °C jiz nedoslo k amplifikaci produktu PCR. Optimalni T, pfi pouziti DNA
izolované obéma metodami byla 64 °C. Obrazek 11 znazoriiuje optimalizaci T, S pouzitim
DNA rodicti mapovaci populace. Se zvysujici se teplotou dochdzi ke snizovani intenzity

pozadi. Kromé hlavnich produkti je pfitomen také slabsi stutter band.

A
T.:60 62 64

B
60 62 64

H
60 62 64

Obr. 11: Elektroforetogram markeru
cfd68 na denaturujicim PAA gelu pro
rodi¢e a heterozygota pii optimalizaci
Ta

PCR byla provedena pii T, = 60, 62 a
64 °C s pouzitim DNA rodicd mapovaci
populace. Se zvySovanim T, je patrné
snizovani intenzity pozadi.

Cerné $ipky oznaéuji polymorfni produkty
PCR. Cervené oznaluji vedlejsi produkt
PCR reakce — stutter band. Pismena A, B,
H znaci genotypy analyzovanych jedinct.

Pii optimalni teplot¢ 64 °C byly genotypovano 24 vzorkli z mapovaci populace. Na
elektroforetickém gelu byly identifikovany vSechny tii genotypy (obr. 12). Hodnoceni bylo
komplikovano rtiznou intenzitou stutter bandu a dale riznou koncentraci pouzité DNA.
Nekteré vzorky byly po obarveni pfili§ intenzivni a mély vyrazné pozadi, jiné byly pfilis

slabé az nehodnotitelné (vzorek 21).
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Obr. 12: Elektroforetogram markeru cfd68 na denaturujicim PAA gelu pro jedince mapovaci
populace

PCR byla provedena pti T, 64 °C. Pouzita DNA byla izolovana vysokokapacitni metodou. Na gelu jsou
viditelné viechny tfi genotypy (A, B, H). Cervené Sipky oznacuji vzorky, u nichZ byl uréen jiny genotyp
nez pii pouziti kapilarni elektroforézy. Cernd Sipka oznaGuje vzorek, u n&z nebylo mozno zcela
jednoznacéné urcit genotyp.

Porovnani genotypi zjisténych elektroforézou v denaturujicim PAA gelu
a kapilarni elektroforézou je uvedeno v tabulce 17. Cervend jsou oznaéeny vzorky, u nichz
byly zjistény rozdilné vysledky. Sedou barvou je oznaden vzorek, u néjz nebylo mozné

jednoznac¢né urcit genotyp.

Tab. 17: Srovnani genotypu jedinci mapovaci populace pro marker cfd68
zjisténych separaci na denaturujicim PAA gelu a kapilarni elektroforéze

1 314|567 8 9 |10]11

Denaturujici PAA gel H B|B|/H|B|H| B |H|BJ|H

Kapilarni elektroforéza | H B|B|/H|B|H| B |H|BJ|H
14 1 15| 16 18119 | 20 |21 23 | 24
Denaturujici PAA gel H|B|A H|A|BH]| - Bl A
Kapilarni elektroforéza H|B A HIA| H H B|A

Marker gwm473

S pouzitim primeri pro marker gwm473 bylo amplifikovano né¢kolik lokust,
Z nichz jeden vykazoval polymorfismus ve vazbé s genem Dncj4:. Teplota nasedani
primerit byla testovana v rozmezi 48 — 57 °C. Pro PCR s DNA rodi¢ii byla optimalni
teplota stanovena na 55 °C. V ptipadé, kdy byla jako templat PCR pouzita DNA izolovana
kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit, bylo mozno rozlidit jednotlivé alely polymorfniho
lokusu 1 pfesto, Ze byla pfitomna urcita uroven pozadi (obr. 13). Pti pouziti DNA jedinct

mapovaci populace, kterda byla izolovana vysokokapacitni metodou, byly vysledky
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nehodnotitelné. Pozadi bylo natolik silné i po optimalizaci T,, Ze nebylo mozno rozeznat

jednotlivé alely (obr. 14).

s

S R
¥

- £l

- ~ ~ ! € &€ 8 ¢ 8 ¢

< = -
Obr. 13: Elektroforetogram markeru Obr. 14: Elektroforetogram markeru
gwm473 na denaturujicim PAA gelu pro gwm473 na denaturujicim PAA gelu pro
rodice a heterozygota jedince mapovaci populace
PCR amplifikace byla provedena pii Ta PCR probihala pifi T, 55°C. Alely
55 °C. Cerné Sipky oznacuji jednotlivé alely polymorfniho lokusu nebylo mozné rozlisit
polymorfniho lokusu. Pismena A, B, H znaci z diivodu pfitomnosti silného pozadi.

genotypy analyzovanych jedinci.

5.2 Testovani novych markeri

Celkové bylo na polymorfismus mezi rodi¢i mapovaci populace otestovano 52
potencidlnich markerti, z toho 14 mikrosatelitovych (SSR) markerti, 33 markerta ISBP a
5 markerit IRAP. Markery byly analyzovany pomoci elektroforézy v denaturujicim

I nedenaturujicim PAA gelu a sekvenovani.

5.2.1 Mikrosatelitové (SSR) markery

Produkty PCR s DNA rodict (A, B, H) a amplifikovanou DNA kratkého ramene
chromozému 7D, ktera slouzila jako pozitivni kontrola k identifikaci produktu
specifického pro 7DS, byly separovany na 6% nedenaturujicim PAA gelu. K amplifikaci
specifického produktu doslo u vSech mikrosatelitovych markert kromé markeru MS 14, u
n¢hoz byla na gelu patrna pouze Smouha. Mezi amplifikovanymi produkty markertt MS1 —

MS13 se vzdy nachazel produkt specificky pro kratké rameno chromozomu 7D.
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Pozorované délky produkti odpovidaly délkam predpoklddanym na zakladé sekvence,
z niz byly pfislusné primery odvozeny. Pouze v ptipad¢ markeru MS 7 doslo k amplifikaci
dvou produkti o ptiblizné délce 75 a 80 bp, pficemz predpokladana délka ¢inila 247 bp. Po

separaci na 6% nedenaturujicim PAA gelu se vétSina markerti jevila jako monomorfni.

Markery, u nichz byla délka motivu 2 a 3 bp, byly po probéhnuti nedenaturujici
PAA elektroforézy otestovany na denaturujicim 6% PAA gelu. Polymorfismus byl
prokazan pouze u jednoho z markeru, a to markeru MS 1 (viz obr. 15 a 16). Primery pro
tento marker byly navrzeny do okoli mikrosatelitového lokusu, ktery je zakladem

polymorfniho markeru cfd68.

A B H 7DS

MS1 MS3 MS5MS1MS3 MS5|MS1 MS3MS5MS1 MS3MS5

A B H 7DS K M

300 bp

Obr. 15: Elektroforetogram markeru Obr. 16: Elektroforetogram markeri MS 1, MS 3
MS 1 na nedenaturujicim 6% PAA gelu a MS 5 na denaturujicim PAA gelu

PCR byla provedena sDNA rodici  PCR byla provedena sDNA rodi¢i mapovaci
mapovaci populace (A, B, H) a populace (A, B, H) a amplifikovanou DNA
amplifikovanou DNA Z tfidéného Z tfidéného kratkého ramene chromozému 7D (7DS).
kratkého ramene chromozému 7D (7DS). Marker MS 1 vykazuje polymorfismus mezi rodici
Sipka oznaduje produkt PCR specificky ~ mapovaci populace. Polymorfni produkty PCR jsou
pro kratké rameno chromozému 7D. Na oznaeny S$ipkou. Markery MS3 a MS 5 jsou
6% nedenaturujicim PAA gelu se marker =~ monomorfni.

MS1 jevi jako monomorfni.

K — negativni kontrola, M — velikostni

marker 20 bp ladder.
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Markery s délkou repetitivniho motivu 4 a 5 bp byly pro potvrzeni vysledku znovu
testovany na 8% nedenaturujicim PAA gelu (obr. 17). Zadny z markerd nevykazoval

polymorfismus.

A B H77DS K M A B H 7DS K M

300 bp 300 bp

= 4y

HHH-4_F'! 200 bp 200 bp

6% PAA gel 8% PAA gel

Obr. 17: Elektroforetogram markeru MS 11 na 6% a 8% nedenaturujicim PAA
gelu

PCR byla provedena s DNA rodi¢t mapovaci populace (A, B, H) a amplifikovanou
DNA z tfidéného kratkého ramene chromozému 7D (7DS). Sipka oznacuje produkt
PCR specificky pro kratké rameno chromozému 7D. Polymorfismus neni patrny ani
na jednom z geli.

K — negativni kontrola, M — velikostni marker 20 bp ladder.

5.2.2 Markery ISBP

Testované ISBP markery byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina obsahovala
markery odvozené z kompletnich sekvenci ¢tyt BAC klont, které¢ byly ziskany metodou
454 sekvenovani. Druhou skupinu tvofily markery odvozené ze sekvenci konci BAC
klonti (BES). Polymorfismus byl testovan za pomoci PCR s néslednou separaci produktii
V 4% nedenaturujicim PAA gelu. PCR probihala za podminek specifickych pro ptislusné
primery. Templatem byla DNA rodic¢t (A, B, H) a amplifikovana DNA kratkého ramene
chromozému 7D (7DS), ktera slouzila jako pozitivni kontrola k identifikaci produktu
specifického pro 7DS. U markerti odvozenych z BES byl zjistovan polymorfismus také na

sekvenc¢ni Urovni.

Markery odvozené z kompletnich sekvenci BAC klonil byly navrzeny za pomoci
programu ISBPFinder. Tyto markery byly testovany na polymorfismus typu pfitomnosti

nebo nepfitomnosti produktu. Markery odvozené z celych BAC klonli poskytovaly pfi
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doporucené T, vétsi pocet produkti PCR (obr. 18). Produkt specificky pro kratké rameno
chromozomu 7D byl identifikovan srovnanim s pozitivni kontrolou a na zakladé délky
odpovidajici sekvenci, zniz byl marker odvozen. Zadny ztestovanych markert
nevykazoval polymorfismus u produktii specifickych pro kratké rameno chromozéomu 7D.
Produkt pochazejici ze 7DS byl vzdy pfitomen u obou rodi¢l i u heterozygota. Markery
ISBP 15 a ISBP 22 poskytovaly jen jeden produkt, ktery byl soucasné specificky pro 7DS.

M A B H7DS K

Obr. 18: Elektroforetogram markera ISBP 2 na 4%
nedenaturujicim PAA gelu

PCR byla provedena s DNA rodi¢t mapovaci populace (A,
B, H) a amplifikovanou DNA z t¥idéného kratkého ramene
chromozomu 7D (7DS). Primery markeru ISBP 2
amplifikovaly vice produkti PCR, znichz jeden byl
specificky pro 7DS.

M — velikostni marker 100 bp ladder, K — negativni kontrola.

U markeru ISBP 7 nedoslo k amplifikaci DNA rodi¢t, bylo pfitomno pouze nékolik
produkt specifickych pro kratké rameno chromozomu 7D, znichZz jeden odpovidal
predpokladané velikosti. Zbylé markery poskytovaly 2 a vice produkti PCR, z nichz
miniméalné¢ 1 byl 7DS specificky. Tento specificky produkt odpovidal piedpokladané
velikosti produktu.

Markery odvozené ze sekvenci koncli BAC klonii (BES) byly navrzeny manualné.
Ze vsech jedenécti markerd (ISBP 23 — ISBP 33) nedoSlo k amplifikaci DNA rodi¢t
mapovaci populace pouze u markeru ISBP 30. U zbylych markert byl pfitomen jeden nebo
vice produktd. Zadny z markert nevykazoval polymorfismus typu
ptitomnost/neptitomnost produktu mezi rodi¢i A a B. Proto byly markery, jejichz primery
amplifikovaly pouze jeden produkt (obr. 19), vybrany pro osekvenovani a zjisténi

pfipadného polymorfismu na sekven¢ni Grovni.
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M M A B H 7DS K

100 bp 20 bp

Obr. 19: Elektroforetogram markeru ISBP 23 na
4% nedenaturujicim PAA gelu

PCR byla provedena s DNA rodi¢t mapovaci populace
(A, B, H) a amplifikovanou DNA z tfidéného kratkého
ramene chromozému 7D (7DS). Na DNA rodi¢t doslo
k amplifikaci jednoho produktu, ktery je specificky pro
7DS. Marker ISBP 23 nevykazuje polymorfismu typu
ptitomnost/nepfitomnost.

M — velikostni markery 20 bp ladder a 100 bp ladder,
K — negativni kontrola

Pro zaklonovani a osekvenovani byly vybrany produkty PCR vSech markerd kromé
ISBP 25, ISBP 29 a ISBP 30 (tab. 18). U markerta ISBP 25 a ISBP 29 bylo pfitomno vice
produktt. V piipadé markeru ISBP 30 nedoslo k amplifikaci produktu.

Tab. 18: Piehled sekvenovani ISBP lokusii pochazejicich z BES sekvenci

Oznaceni ., | Primery pro Pfe.dPOklédané

markeru Sekvenovani sekvenovani velikost PCR
produktu (bp)

ISBP 23 ano M13 134

ISBP 24 ano specifické primery | 207

ISBP 25 ne - 335

ISBP 26 ano specifické primery | 498

ISBP 27 ano specifické primery | 619

ISBP 28 ano specifické primery | 680

ISBP 29 ne - 267

ISBP 30 ne - 85

ISBP 31 ano specifické primery | 217

ISBP 32 ano specifické primery | 295

ISBP 33 ano M13 155

Klonovani a sekvenovani vybranych markeru

Produkty markert ISBP 23 a ISBP 33 byly sekvenovany pomoci primerd M13
komplementarnich k sekvenci plasmidu z divodu jejich malé délky (134 a 155 bp).
Produkty PCR zbylych markert, jichz délka ¢inila 207 — 680 bp, byly sekvenovany
z primeru specifickych pro dany marker.

U 7Zadného ze sekvenovanych produkti nebyl prokdzadn polymorfismus na

sekvencéni tirovni mezi DNA rodicl (A a B). Ze sekvenovanych lokusti byly 4 jednoznacné
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monomorfni (ISBP 23, ISBP 28, ISBP 31, ISBP 32). V piipadé markerti ISBP 24, ISBP 26,
ISBP 27 a ISBP 33 byly pifitomny polymorfismy na sekvenéni Urovni, které se vSak
vyskytovaly mezi produkty DNA jednoho i druhého rodi¢e. Polymorfni varianty se tedy

nachazely u obou rodic¢ii a rodi¢e diky nim nebyli rozliSitelni.

5.2.3 Markery IRAP

Bylo otestovano 5 markerti IRAP. Primery byly navrzeny na zaklad¢ sekvenci
odvozenych z konci BAC klont. Templatem pro PCR byla DNA rodic¢t (A, B, H). Z péti
otestovanych markera doslo k amplifikaci pouze u markeru IRAP 3. Na elektroforéze bylo
pfitomno spektrum produktt PCR o rizné délce, znichz z4dny nevykazoval

polymorfismus mezi rodi¢i mapovaci populace (obr. 20). Produkty PCR byly slabé a na

gelu Spatné viditelné.

1000 bp

Obr. 20: Elektroforetogram markeru IRAP 3 na
nedenaturujicim 4% PAA gelu

PCR byla provedena s DNA rodi¢t mapovaci
populace (A, B, H.) Zadny zpozorovanych
produktd PCR nevykazoval polymorfismus mezi
500 bp rodici.

K — negativni kontrola, M — velikostni marker
100 bp ladder.
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6 Diskuze

6.1 Metody pro vysokokapacitni analyzu mikrosatelitovych markeru

6.1.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza poskytuje vysoké rozliSeni (1 bp) (Smith et Nelson, 1998),
velkou citlivost a rychlou separaci vzorki. Somers et al., (2004) vyuzil kapilarni
elektroforézu ke konstrukei mikrosatelitové genetické mapy u pSenice. V nasem piipade
byla provadéna kapilarni elektroforéza na sekvenatoru nésledovana fragmentacni analyzou.
Alely polymorfnich mikrosatelitovych lokust liSicich se o 2 bp byly ve vétsiné piipada
dobfe rozlisitelné. Hodnoceni bylo komplikovano pfitomnosti stutter pika, které
reprezentuji vedlejsi produkty PCR vznikajici sklouzavanim DNA polymerazy. Vyskyt
téchto stutter pikil je nejvyssi pravé u mikrosatelitii s dinukleotidovymi repeticemi. Kromé
ptitomnosti vedlejSich produkti PCR bylo hodnoceni vysledki ovlivnéno také kvalitou
pouzité DNA. Pii pouziti DNA izolované kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit byly
ziskany dobfe hodnotitelné¢ vysledky. Pokud vsSak byla pouzita DNA izolovana
vysokokapacitni metodou za pouziti kitu Agencourt® Genfind v2 bylo vyhodnoceni

nékterych vysledkti nespolehlivé.

6.1.2 Elektroforéza v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu
Polyakrylamidova gelova elektroforéza probihajici za nedenaturujicich podminek
byla pouzita jako dals$i metoda k analyze genotypu mikrosatelitovych markerti. K tomuto
ucelu pouzili nedenaturujici PAA elektroforézu napf. McNeil et al. (2008) ¢i Li et al.,
(2009). Tato metoda ma v literatufe své zastance i odpurce. Rodrigues et Zapata (2002) ve
své praci demonstruji rozliSeni polymorfismu o délce dvou pard bazi a v nékterych
ptipadech dokonce 1 baze. Wang et al. (2003) provedli testovani systému pro elektroforézu
na nedenaturujicim PAA gelu, jenZ je shodny se systémem pouZivanym v nasi laboratofi.
Na zéaklad¢ analyzy nékolika polymorfnich mikrosatelitovych markera zjistili, ze na dané
aparatufe je mozno s jistotou rozliSit polymorfismus o velikosti 3 parti bazi. Pro rozliseni
rozdilu dvou parG bazi je zapotiebi delSi doby separace. RozliSeni 2 bp bylo
demonstrovano na markeru barc218 s délkami polymorfnich PCR produkti 210 a 212 bp.
Pro dokonalé rozliSeni polymorfismu probihala separace 3 hodiny. Podle autort je tedy
nedenaturujici PAA elektroforéza vhodnd pro analyzu genotypu za pomoci

mikrosatelitovych markerti. Naproti tomu Lareu et al. (1998) uvadi, Zze v nedenaturujicim
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PAA gelu se mohou nékteré PCR produkty mikrosatelitovych markerti chovat abnormalné
Vv dtsledku rtizné konformace molekul DNA. Toto zpisobuje rozdily v mobilité produktt
PCR a nasledné chybné vyhodnoceni genotypu studovanych jedinci.

V této praci byla provaddéna nedenaturujici PAA elektroforéza s prubéznym
barvenim produkti PCR ethidium bromidem pfitomnym v TBE pufru. Na gelu byl
rozliSitelny polymorfismus pouze v pripadé markeru cfd14 (velikost produktu PCR je
ptiblizné 150bp). U zbylych dvou markert je velikost produkti PCR 209/211 bp (cfd68) a
225/227 bp (gwm473). Aby bylo mozno rozliSit tyto produkty, musela by separace trvat
témet dvojnasobnou dobu nez v pfipad¢é markeru cfd14. Toto uvadi i Wang et al. (2003) na
piikladu markeru barc218. Pokud byly v nasem piipadé separovany produkty markeru
cfd68, jejichz délka je priblizné stejna jako u markeru barc218, byly prouzky na gelu po
ttech hodinach separace silné€ rozostifené a polymorfismus byl nehodnotitelny. K rozostieni
prouzkti dochazi patrné vlivem vycerpani pufru nebo zvysenou teplotou pii dlouhém b&hu
elektroforézy. Z téchto vysledkt vyplyva, ze v pripadé polymorfismu délky dvou bazi neni
tento systém vhodny pro vSechny mikrosatelitové markery. Co se tyce citlivosti barveni, je
vizualizace PCR produkti pomoci ethidium bromidu zhruba tfikrat méné citlivd nez

barveni stfibrem.

6.1.3 Elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza za  denaturujicich  podminek s pouzitim  sekvena¢niho
polyakrylamidového gelu umoziuje rozliSeni az jedné baze a méla by tedy byt vhodna pro
spolehlivé rozliSeni polymorfismu velikosti dvou bazi (Schlotterer, 1998).

Separace mikrosatelitovych markert cfd14, cfd68 a gwm473 probihala v 6%
denaturujicim PAA gelu, s néslednou vizualizaci barvenim stiibrem. Obdobny postup
pouzili pro separaci produkti PCR mikrosatelitovych lokusii ve svych pracich napf.
Guyomarc’h et al. (2002) ¢i Peng et al. (2009). Tuto metodu pouzili k analyze alel
mikrosatelitovych lokusi liSicich se 0 2 a vice bp. Mnou ziskané vysledky potvrdily, Ze
S pouzitim tohoto systému je mozZno rozliSit polymorfismus o velikosti 2 bp. Alely
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti byly na gelu dobfe rozlisitelné. RozliSeni bylo
limitovano pouze kvalitou pouzité DNA. Stejné jako v ptipadé kapilarni elektroforézy
hodnoceni vysledkii komplikovala piitomnost vedlejSich produktd PCR (Stutter bandii)

charakteristickych pro mikrosatelitové markery.
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6.1.4 Kvalita pouzité DNA

Jak vyplynulo ze ziskanych vysledkt, kvalita DNA znacné ovliviiuje kvalitu
detekce polymorfismu. Pokud byla pro PCR pouZivana DNA izolovana kitem Invisorb®™
Spin Plant Mini Kit, ktera byla dostate¢né piecisténa, byly ziskané vysledky spolehlivé
hodnotitelné. Bylo mozné jednoznaéné urcit genotyp analyzovanych jedinct. Pokud vSak
byla pouZita DNA izolovana vysokokapacitni metodou za pouziti kitu Agencourt”
Genfind v2, bylo v nékterych piipadech hodnoceni genotypu sporné. Divodem byla
pfitomnost silného pozadi, dale rtiznd koncentrace jednotlivych vzorkt, ktera souvisi se
zpusobem izolace, a také mozna pfitomnost kontaminace mezi vzorky v sousednich

jamkéch 96-jamkové misky.

6.2 Odvozovani markert za ucelem zahusténi genetické mapy v oblasti

genu Dncz401

Za ucelem zahusténi genetické mapy byly navrzeny primery pro 52 potencialnich
markerd, z toho 14 mikrosatelitovych markert, 33 markertt ISBP a 5 markerti IRAP. Ze
vSech otestovanych primeri poskytly polymorfni produkt pouze primery mikrosatelitového
markeru MS1. Tyto primery amplifikuji mikrosatelitovy lokus odpovidajici markeru cfd68.
Identifikaci polymorfismu pti amplifikaci lokusu z jinych primert bylo potvrzeno, zZe
metoda elektroforézy v denaturujicim PAA gelu umoziiuje spolehlivé identifikovat
polymorfismy o délce 2 bp. Na nedenaturujicim PAA gelu se lokus markeru MS 1 jevil
jako monomorfni.

Co se ty¢e markerd ISBP, ani u jednoho z 33 potencidlnich marker nebyl
identifikovan polymorfismus typu pfitomnosti/nepiitomnosti PCR produktu. Oproti tomu
Paux et al., (2010) uvadi, Ze v jejich studii vice nez 50% vSech ISBP marker odvozenych
z genomu pSenice vykazovalo tento typ polymorfismu. Tento rozdil patrné€ souvisi s tim, Ze
Paux et al. hledali polymorfismy za pouziti 5 vzdalenych rodi¢i mapovacich populaci.
Wanjugi et al., (2009) se zabyvali vyvojem markert RJM, které jsou odvozovany na
stejném principu jako markery ISBP, pro genom D pSenice seté. 97% markeri odvozenych
z Aegilops tauschii amplifikovalo produkt i v psenici, coz svéd¢i o velmi nizké mife
polymorfismu mezi D genomem pSenice a genomem jejiho piedchidce. Z toho lze
vyvodit, ze Groven polymorfismu markerd ISBP bude u D genomu jednotlivych linii
pSenice jeste nizsi. V nasem piipad€ nebyl polymorfismus nalezen ani na sekvenc¢ni tirovni,

a to pro 8 analyzovanych markerii. Ctyfi z téchto markerii byly jednoznaéné monomorfhni.
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Mezi produkty PCR markertt ISBP 24, ISBP 26, ISBP 27 a ISBP 33 byl pfitomen
polymorfismus v ramci sekvenci jednoho i druhého rodice. Stejné polymorfni varianty
byly pfitomny u obou rodi¢ii a ti tak diky nim nebyli rozliSiteni. V tomto pfipadé¢ mohlo
dojit k vysktu amplifikovaného lokusu, ktery je pfitomen na kratkém rameni chromozému
7D, také na homeolognich chromozomech genomi A a B. Identifikované polymorfimy
vSak mohou ptedstavovat také chyby PCR, ktera ptedchéazi sekvenovani.

Primery pro markery ISBP odvozené zkompletnich sekvenci BAC klont
poskytovaly rtzny pocet produkta PCR. V piipadé markerd ISBP 15 a ISPB 12 byl
pfitomen pouze jeden produkt, ktery byl zaroven specificky pro kratké rameno
chromozomu 7D. V tomto pifipad¢ je tedy v genomu piitomen unikatni lokus nachdzejici se
s nejvetsi pravdépodobnosti pouze na rameni 7DS. Produkty PCR téchto markert by bylo
mozné osekvenovat a zjistit tak, zda neni pfitomen polymorfismus na sekven¢ni Grovni. U
dalsich markert doslo kromé amplifikace 7DS specifického produktu k amplifikaci dalsich
lokust, které nebyly specifické pro 7DS. Mohlo jit bud’® o paralogni lokus vznikly
v disledku duplikace, nebo o odlisny lokus, k némuz byly pouzité primery castecné
komplementarni. Tato varianta je pravdépodobnéjsi, protoze pfidatné produkty byly
odvykle slabsi nez produkt odpovidajici lokusu na 7DS. V ptipad¢ markeru ISBP 7 doslo
k amplifikaci produktu pouze u pozitivni kontroly (7DS). Lokus byl tedy amplifikovan
pouze Vv odrid¢é Chinese Spring, podle jejiz sekvence byly navieny primery. K absenci
produktu u rodict mapovaci populace mohlo dojit z divodu neptitomnosti daného lokusu
v jejich DNA, pfipadné z divodu znaéné odlisnosti v sekvenci DNA rodict, v oblasti
komplementarni k navrzenym primertim.

V ptipadé markerti IRAP, doslo k amplifikaci produkti pouze u jednoho markeru.
Mezi rodi¢i nebyl nalezen polymorfismus. Ostatni primery pro markery IRAP
neamplifikovaly produkt pravdépodobné proto, Ze byly od sebe retroelementy piilis
vzdaleny. Jinym divodem muze byt odliSnost v misté nasedani primeru v odridé Chinese
Spring (na jejiz sekvence byly navrzeny primery) a v linii CI 2401 a odriudé Glupro, které

predstavuji rodi¢e mapovaci populace (Kalendar et al., 1999).

Ziskané vysledky poukazuji na velmi nizkou uroven polymorfismu mezi rodici
mapovaci populace. To miize souviset se skuteCnosti, Zze gen Dncjso1 je lokalizovan
v subgenomu D pSenice. Tento genom je evoluéné mlady (k hybridizaci s tetraploidnim
druhem Triticum turgidum doslo pied 8 000 lety), a proto vykazuje velmi nizkou troven

polymorfismu ve srovnani s ostatnimi subgenomy pSenice (Bossolini et al., 2006).
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(. Zavér

V této praci byly porovnany detekéni metody vhodné pro analyzu genotypu
mikrosatelitovych markert cfd14, cfd68 a gwm473 vramci pouzité mapovaci
populace F,.3. Srovnavana byla kapilarni elektroforéza, elektroforéza v nedenaturujicim
polyakrylamidovém gelu a elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu.
Kapilarni elektroforéza a elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu se
ukézaly jako metody vhodné pro analyzu mikrosatelitovych markert ve velkém méfitku.
Tyto dvé metody jsou z hlediska rozliSeni srovnatelné. Obé metody umoznuji rozlisit
délkovy polymorfismu o velikosti dvou nukleotidi, ktery byl pfitomen u vyse zminénych
markert. Proces zpracovani vzorku pii pouziti elektroforézy v denaturujicim PAA gelu si
zada delsi ¢as nez v ptipad¢ kapilarni elektroforézy, kapilarni elektroforéza je vSak oproti
elektroforéze v denaturujicim PAA gelu vice finanéné ndrocna. Elektroforéza
V nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu byla vyhodnocena jako nevhodna pro analyzu
mikrosatelitovych markerii z divodu malého rozliSeni gelu a Spatné reprodukovatelnosti
vysledkl. Na hodnoceni vysledkii méla vliv také kvalita pouzité DNA. Pfi pouziti DNA
izolovana kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit byly ziskané vysledky spolehlivé
hodnotitelné. Pokud vsak byla pouzita DNA izolovana vysokokapacitni metodou za pouZiti
kitu Agencourt® Genfind v2, bylo v n&kterych piipadech hodnoceni genotypu sporné
z diivodu ptitomnosti pozadi, rozdilné koncentrace vzorkli a jejich mozné vzajemné
kontaminace.

Dale byly ze znamych sekvenci BAC klonl z knihovny specifické pro kratké
rameno chromozému 7D odvozeny primery pro rizné typy markert s cilem zahustit
genetickou mapu v oblasti genu Dncjz401. Primery byly navrzeny pro 52 potencialnich
markerd z oblasti studovaného genu. Jednalo se o 14 mikrosatelitovych markera,
33 markerd ISBP a 5 markeri IRAP. Tyto markery byly testovany na pfitomnost
polymorfismu mezi rodi€i mapovaci populace. Z celkového poctu 52 potencidlnich
markera poskytoval polymorfni produkt pouze mikrosatelitovy marker MS1, jehoz primery
byly navrZeny do oblasti mikrosatelitového lokusu, jenz je amplifikovan také z primerd pro
marker cfd68. Ziskané vysledky poukazuji na velmi nizkou uroven polymorfismu mezi

rodi€i, z nichz byla odvozena mapovaci populace.
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8 Seznam zkratek

1C
A
AFLP

BAC
BC
BES
bp

CAPS

cM

DHL
DNA
dNTPs
EST

F primer
F1

F2

F2:3

Fext

Gb
IRAP

ISBP

ISSR
LTR
MAS
Mb

C hodnota, mnozstvi jaderné DNA v nereplikovaném haploidnim jadie
adenin

délkovy polymorfismus amplifikovanych fragmenta (amplified fragment
lenght polymorfism)

um¢ély bakterialni chromozoém (bacterial artificial chromosome)

populace zpétnych kiizenct (backcross population)

sekvence konce BAC klonu (BAC-end sequence)

pary bazi (base pairs)

cytosin

stépené amplifikované polymorfni sekvence (cleaved amplified polymorphic
sequences)

centimorgan

dihaploidni linie (double haploid line)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

deoxyribonukleosid trifosfaty

misto se sekvenéni adresou (expressed sequence tag)

forward primer

prvni filidlni generace

druha filidlni generace

F3 populace odvozena z populace F, (F, derived F3)

prodlouzeny forward primer

guanin

miliardy para bazi (giga base pairs)

amplifikovany polymorfismus mezi retrotranspozony (inter-retrotransposon
amplifed polymorphism)

polymorfismus zalozeny na mist¢ inzerce (insertion site-base
polymorphism)

inter-simple sequence repeats

dlouha koncova repetice (long terminal repeat)

selekce za pomoci markeru (marker assisted selection)

miliény para bazi (mega base pairs)

haploidni pocet chromozoémil
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NIL
PAA
PCR
QTL

R primer
r

RAPD

RBIP
REMAP

RFLP

RIL
RJIM
RNaza
rpm
SCAR

SNP
SSCP

témer izogenni linie (nearly isogenic line)

polyakrylamid

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

lokusy pro kvantitativni znaky (quantitative trait loci)

reverse primer

frekvence rekombinace

nahodné amplifikovana polymorfni DNA (randomly amplified polymorphic
DNA)

retrotransposon-based insertion polymorphism

amplifikovany  polymorfismus mikrosatelit ~ —  retrotranspozon
(retrotransposon - microsatellite amplified polymorphism)

délkovy polymorfismus restrikénich fragmenta (restriction fragment length
polymorphism)

rekombinantni inbredni linie (recombinant inbred line)

markery ze styénych bodu repetic (repeat-junction markers)

ribonukleaza

otacky za minutu (rotations per minute)

amplifikovana oblast charakterizovand sekvenci (sequence characterized
amplified region)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
polymorfismus  konformace jednofetézcové DNA  (single strand
conformation polymorphism)

mikrosatelit (simple sequence repeat)

thymin

teplota nasedani primeru (annealing temperature)

zakladni chromozémové ¢islo
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