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Souhrn

PSenice seta (Triticum aestivum) patfi mezi ekonomicky i zemédélsky
nejvyznamnéjsi plodiny na svété. Je zdrojem potravy pro zhruba 30% lidské
populace a znalost jeji genetické informace mizZe vyznamné napomoci ke zlepSovani
jejiho vynosu, odolnosti vici chorobam a Skadcim, &i k adaptaci ke zménam klimatu.
Studium genomu pSenice je vSak ztizeno v dusledku jeho znacné velikosti,
pfitomnosti tfi homeolognich subgenomu (A, B a D) a dale z duvodu ¢etného vyskytu
repetic, které tvofi vice jak 80% genomu pSenice. Mezi vyznamné Skidce pSenice
seté patfi mSice zhoubna (Diuraphis noxia). ldentifikace a izolace genu rezistence
muzZe vyznamné napomoci k vyvoji novych odrad pSenice rezistentnich vac&i tomuto
skadci.

Kratké rameno chromozému 7D linie Cl2401 pSenice seté nese gen Dn2401
podminujici rezistenci k mSici zhoubné. Pfedkladana prace je zaméfena na vyvoj
novych markerl za ucelem zahusténi genetické mapy v oblasti zminéného genu.
Pravé vysoko-hustotni geneticka mapa predstavuje jeden z podstatnych krok
v procesu pozi¢niho klonovani, jehoz cilem je izolace studovaného genu.

V ramci experimentalni Casti této diplomové prace doslo k rozSifeni dostupné
mapovaci populace F2 s cilem zvySit rozliSeni genetické mapy v oblasti genu
Dn2401 a tim upfesnit vzdalenosti mezi stavajicimi hrani¢nimi markery Xowm705
a Xowm711 a genem Dn2401. Stézejnim cilem prace byl pak vyvoj novych markert
pro oblast mezi vySe zminénymi markery. V této oblasti byly identifikovany dva
jednonukleotidové polymorfismy, z nichZ pouze jeden bylo mozno zamapovat v tésné
blizkosti genu Dn2401 jako marker Xowm713. Zamapovanim tohoto markeru doSlo
ke zkraceni vzdalenosti mezi hrani¢nimi markery z puvodnich 0,90 cM meazi
Xowm705 a Xowm711 na 0,45 cM mezi Xowm713 a Xowm711.



Summary

Bread wheat (Triticum aestivum) is one of the most economically
and agriculturally important crops in the world. It is a staple food for about 30% of the
world’s population, and the knowledge of its genetic information can significantly help
to improve the yield, the resistance to pests and diseases as well as the adaptation
to the climate changes. Wheat genome research is hampered by a huge genome
size, presence of three homoeologous subgenomes (A, B and D), and also by a large
amount of repetitive DNA sequences (more than 80%). One of the major pests of the
bread wheat is a Russian wheat aphid (Diuraphis noxia). Identification and isolation
of resistance genes can significantly contribute to the development of new wheat
varieties resistant to this pest.

Short arm of the chromosome 7D of bread wheat line Cl2401 carries gene
Dn2401 that underlies a resistance to the Russian wheat aphid. Presented thesis
is focused on the development of new genetic markers with the aim to saturate
the genetic map in the gene region. High-density genetic map represents one
of the essential steps in the process of positional cloning which leads to the isolation
of the gene of interest.

Within the aims of this thesis, available F2 mapping population was enlarged
in order to increase the resolution of the genetic map of Dn2401 gene region and
to refine the distances between existing flanking markers (Xowm705 and Xowm711)
and gene Dn2401. The main goal of this thesis was to develop new markers specific
for the region between markers Xowm705 and Xowm711l. Two single nucleotide
polymorphisms were identified of which only one could be mapped close to Dn2401
as marker Xowm713. The distance between flanking markers was narrowed down
from the original 0.90 cM between Xowm705 and Xowm711 to 0.45 cM between
Xowm713 and Xowm711.
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Seznam priloh



1. Uvod

PSenice seta (Triticum aestivum L.) pfedstavuje vyznamny zdroj potravy pro 30%
lidské populace a je tak pravem fazena mezi ekonomicky i zemédélsky
nejvyznamnéjSi plodiny svéta. V sou€asné dobé je péstovana na vétSi osevni ploSe
nez jakakoliv jina plodina a v objemu produkce ji mezi obilovinami pfekonava pouze
kukufice a ryze. Vzhledem k neustalému narustu svétové populace je nezbytné u této
obiloviny zajistit jeji zvySeny vynos. Ten v8ak mulze byt sniZovan v dusledku
ménicich se klimatickych podminek ¢&i pusobenim nejriznéjSich Skodlivych
organisma.

Mezi vyznamné Sklidce pSenice seté patfi mSice zhoubna (Diuraphis noxia), ktera
svym rychlym rozmnozZovanim a zpusobem Zzivota dokaze zpUsobit v oblastech,
kde je pSenice intenzivné péstovana, nemalé ekonomické ztraty. Jelikoz
jsou chemickeé i biologické mechanismy hubeni msice zhoubné nedostatec¢né ucinné,
jevi se jako nejvhodnéjSi zpusob boje proti tomuto Skiadci vyvoj odrid nesoucich
geny rezistence. Hostitelské rezistence muize byt dosazeno klasickym Slechténim
za pomoci markerd (MAS, marker assisted selection) i pfimym pfenosem genl
do vybranych citlivych odrad metodami genového inzenyrstvi.

Pfedkladana prace se zamérfuje na genetické mapovani a vyvoj novych markeru
v tésné blizkosti genu Dn2401, ktery podminuje rezistenci k mSici zhoubné.
Konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy prestavuje jeden ze stézZejnich kroku

Vv procesu izolace zminéného genu metodou pozi¢niho klonovani.



2. Cile prace

V ramci teoretické Casti diplomové prace bylo cilem vypracovat literarni reSersi

na téma ,Pozi¢ni klonovani genu pro rezistenci k mSici zhoubné u pSenice®.

Prakticka Cast prace byla zaméfena na genetické mapovani v oblasti genu
Dn2401, jenz podminuje rezistenci k msSici zhoubné. Jednotlivé cile experimentalni
Casti prace byly nasleduijici:

I.  RozS8ifeni stavajici mapovaci populace F2 za ucfelem zvySeni rozliSeni
genetické mapy v oblasti genu Dn2401

Il.  Mapovani dostupnych markert v tésné vazbé na gen Dn2401 v rozSifené
mapovaci populaci

lll. Vyvoj novych markeru v tésné vazbé na gen Dn2401 s cilem zuzit interval

mezi markery, které gen ohranicCuji



3. Soucasny stav feSené problematiky

3.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednodélozna rostlina fazena do cCeledi
Poaceae, podceledi Pooideae, tribu Triticeae a rodu Triticum. Diky své bohatosti
slouzici jako hlavni zdroj potravy pro 30 % lidské populace a je tak nejCastéji
péstovanym druhem pSenice vabec (IWGSC 2014).

Druhy nalezici do tribu Triticeae tvofi vice nez tfetinu celkové produkce obilovin.
Skupina obsahuje diploidni (je€men a Zito), tetraploidni (pSenice tvrda), hexaploidni
(pSenice seta), a také oktaploidni druhy (Triticales). Vzhledem k zemédélskému
vyznamu druht tribu Triticeae byly tyto plodiny intenzivhé zkoumany, coz vedlo
k velkému zvySeni péstitelskych vytézku (Feuillet et al. 2008).

PSenice seta je allohexaploidni druh (2n = 6x = 42), jehoZ genom je tvofen tfemi
homeolognimi subgenomy A, B a D. Velikost genomu Cini téméf 17 Gb (1C = 16 974
Mb; Bennett et Smith 1991) a jeho podstatnou cCast (>80%) tvofi repetitivni
sekvence, zejména pak transponovatelné elementy. Pouze méné nez 2 % genomu
pSenice obsahuji kddujici sekvence (Choulet et al. 2014; IWGSC 2014).

Allohexaploidni genom pS$enice seté vznikl dvéma po sobé nasledujicimi
mezidruhovymi hybridizacemi (Obr. 1), které byly nasledovany polyploidizaci.
Pogatek evoluce pSenice je datovan pdl milionu let nazpét do oblasti tzv. Urodného
pdlmésice (oblast dnesniho Izraele, Jordanska, Turecka, Syrie, iranu a iraku; Feuillet
et al. 2008). Na vzniku hexaploidni pSenice se podilely tfi blizce pfibuzné diploidni
druhy trav - Triticum urartu, druh pfibuzny s Aegilops speltoides a Aegilops tauschii.
Genomy téchto druhu byly tvofeny sedmi pary chromozomu. Spole¢né tak daly tyto
druhy vzniknout hexaploidnimu genomu, ktery je tvofen tfemi velmi podobnymi
soubory sedmi chromozému (Choulet et al. 2013).

K prvni hybridizaci v prabéhu evoluce hexaploidni pSenice doslo prfed 500 000
lety mezi druhem T. urartu (2n = 2x = 14, AA) a diploidnim druhem ze sekce Sitopsis
blizce pfibuznym s Aegilops speltoides, ktery poskytl subgenom B. Vysledkem tohoto
kfizeni byl tetraploidni druh T. turgidum (2n = 4x = 28, AABB). Druhou hybridizaci,
ktera probéhla pred pfiblizné 9 500 lety, doSlo ke spojeni T. turgidum s Ae. tauschii

10



(2n = 2x = 14, DD), diploidnim donorem subgenomu D, a doslo tak ke vzniku
hexaploidni pSenice T. aestivum (2n = 6x = 42, AABBDD) (Feldman et Levy 2005).
Jednotlivé hybridizacni a polyploidizacni udalosti byly nasledovany Ffadou
strukturalnich a funkénich prestaveb, které vedly ke stabilizaci genomu a zvySeni
variability. Samosprasny zplsob rozmnozovani pSenice poté umoznil upevnéni
téchto zmén. Zmény, ke kterym doslo v pribéhu evoluce pSenice seté,
daly vzniknout novému a uspésného druhu, ktery je schopen se adaptovat na Siroké

spektrum podminek Zivotniho prostfedi (Gustafson et al. 2009).

Neznamy druh ze sekce

% Triticum urartu Sitopsis pribuzny s

2n=2x=14, Aegilops speltoides
genom AA 2n=2x=14, genom BB

- s

Vznik allotetraploidni pSenice
pred 500 000 lety

Triticum turgidum X Aegilops tauschii
2n=4x=28, genom AABB 2n=2x=14, genom DD

Vznik allohexaploidni psenice
pred 9 500 lety

Triticum aestivum
2n=6x=42, genom AABBDD

Obr. 1: Schéma hybridiza¢nich udalosti v pribéhu vyvoje genomu pSenice seté (pfepracovano dle
Feldman et Levy 2005, Pietrangelo, M. [cit. 13.4.]).
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3.1.1 ZjednoduSeni genomu pSenice

Typické vlastnosti genomu pSenice, zejména jeho znacna velikost, pfitomnost
tfi homeolognich subgenomu a velké procento repetitivnich sekvenci, vyrazné
komplikuji jeho analyzu. Proto vzdy existovala snaha genom psSenice zjednodusit.
Jednou z moznosti je vyuzit diploidnich a tetraploidnich blizce pfibuznych druht
z Celedi Poaceae. Genomy téchto druhd se vyznacuji vysokou urovni kolinearity
s genomem psSenice, avsak velikost genomu i ploidie pfibuznych druhu je nizsi. Diky
kolinearité je CasteCné mozné vyuZzit informace o genomech pfibuznych druh
k charakterizaci genomu pSenice bez nutnosti znat jeho kompletni sekvenci.

DalSi moznosti jak vyzkum pSenice zjednoduSit je snizit velikost samotného
genomu psenice. K tomuto G&elu bylo v minulosti vyuzito Cot filtrace (Simkova et al.
2007) ¢&i methylfiltrace (Rabinowicz et al. 2003). Obé tyto metody byly pouzity
k izolaci genové bohatych (nizko-kopiovych) sekvenci. Cot filtrace je metoda
zalozena na principu reasociacni kinetiky. Na zakladé rozdilné rychlosti renaturace
DNA, v zavislosti na poCtu kopii dané sekvence v genomu, dochazi k cilenému
vybéru nizko-kopiovych sekvenci (Simkova et al. 2007). V pfipadé metylfiltrace jsou
z genomu odstranény nekddujici sekvence, které se vyznacuji metylaci cytozinu
(Rabinowicz et al. 2003). Obé zminéné metody umoznuji vyrazné snizit velikost
genomu pSenice, avSak za cenu eliminace velké ¢asti genomu a tim ztraty informace.

Jedinou moznosti, jak zachovat kompletni informaci o genomu pSenice a zaroven
dosahnout zjednodus$eni, je rozdélit genom na mensi, prfesné definované casti.
Jednim z pfistupl je wvyuziti laserové mikrodisekce kizolaci jednotlivych
chromozémd. Tato metoda je vSak velice pracna, ¢asové narotna a neposkytuje
dostate¢né mnozstvi DNA. Nezbytny krok amplifikace DNA pak mize do sekvence
chromozému vnaset chyby (Hobza et Vyskot 2007). NejlepSi nastroj k rozdéleni
genomu psSenice na jednotlivé chromozémy & ramena tak predstavuje prutokova
cytometrie (Dolezel et al. 2014).
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3.1.1.1 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie je vysoce ucCinnou a plné automatizovanou metodou
umoziujici ziskat velké mnozstvi neposkozenych chromozému & chromozdémovych
ramen pSenice, jejichz DNA je dale pouzitelna pro Siroké spektrum aplikaci. Mezi tyto
aplikace patfi konstrukce knihoven DNA, fyzické a genetické mapovani, pozi¢ni
klonovani €i cytogenetické analyzy (Dolezel et al. 2014).

Tridéni pomoci pratokové cytometrie je zaloZzeno na analyze rozptylu svétla
a fluorescence tfidénych fluorescencné znacenych &astic (mitotickych chromozému)
vrealném case. Vystupem analyzy je histogram relativni intenzity fluorescence,
tzv. flow-karyotyp (Obr. 2). Chromozémy o stejné velikosti (se stejnym obsahem
DNA) se vyznacuji stejnou intenzitou fluorescence a v histogramu vytvareji jeden
oddéleny pik. V idealnim pfipadé jsou jednotlivé chromozdmy svou velikosti natolik
odlisné, Ze je kazdy z nich reprezentovan samostatnym pikem (Dolezel et al. 1992).
Tyto pfipady se vSak v rostlinné FiSi prakticky nevyskytuji. Obvykle tvofi samostatny
pik pouze jeden C&i nékolik chromozémU a zbylé chromozdémy jsou soucasti nékolika
slozenych pikl. Stejné tomu je i v pfipadé pSenice.

Standardni flow-karyotyp hexaploidni pSenice je tvofen Ctyfmi charakteristickymi
piky (Obr. 2). Pouze jeden z chromozomu (3B) vytvaFi samostatny pik a Ize jej tedy
tfidit ze standardnich odrid pSenice seté. Zbylé chromozdmy jsou obsaZeny ve tfech
slozenych picich. Jeden z téchto pikl obsahuje chromozémy 1D, 4D a 6D, zatimco
dalsi dva jsou tvofeny smési zbyvajicich chromozdmu velmi podobné velikosti (Vrana
et al. 2000).
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Obr. 2: Histogramy relativni intenzity fluorescence (flow-karyotypy) ziskané tfidénim mitotickych
chromozémua znacenych fluorescenénim barvivem DAPI. (a) Standardni flow-karyotyp hexaploidni
pSenice odrudy "Chinese spring” obsahujici 3 piky (I-1ll), obsahujici skupiny chromozému a dale pik
obsahujici pouze chromozém 3B. (b) Flow-karyotyp dvojité ditelosomické linie dDt3D odriidy "Chinese
spring’, ktera nese chromozém 3D ve formé dvou telocentrickymi chromozémua 3DS a 3DL

(pfepracovano dle Dolezel et al. 2014).

Tfidéni jednotlivych chromozémli a ramen pSenice je umozZnéno pouzitim
specialnich aneuploidnich (ditelozomickych) linii (Sears et Sears 1978). Tyto linie
nesou jedno Ci ob& chromozomova ramena ve formé telozomu. VSechny telozémy
jsou znacné menSi nez zbyvajici standardni chromozémy a ve flow-karyotypu
tak tvofi detekovatelné oddélené piky, ¢imz je umoznéno jejich tfidéni (Dolezel et al.
2014). Za pouziti ditelozomickych linii je moznost ftfidit vSechny chromozémy
s vyjimkou chromozomu 5BL, k jehoz tfidéni se pouziva linie nesouci toto rameno
ve formé izochromozému (Vrana et al. 2012).

Moznost tfidénych chromozému a chromozémovych ramen za pomoci pritokové
cytometrie umoznuje redukovat obsahly genom pSenice na jednotlivé frakce
o velikosti 224 — 580 Mb, coz predstavuje 1,3 — 3,4 % celkové velikosti genomu
(Safar et al. 2010).
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3.1.2 Kratké rameno chromozému 7D pSenice

Kratké rameno chromozému 7D (7DS) zaujima délku 381 Mb (SafarF et al. 2010).
Toto chromozémové rameno je nositelem mnoha genud kédujicich agronomicky
vyznamné znaky, jako jsou napfiklad geny ovliviujici pocet zrn v klasu, hmotnost
tisice zrn, hmotnost zrn na klas, vySku rostliny ¢i dobu metani (Huang et al. 2004;
Roéder et al. 2008). Dale zde byla identifikovana fada genl podmifiujicich rezistenci
k nejruznéjSim patogenam. Z téchto genl je mozno jmenovat napf. geny Stb4 a Stb5
zapric€inujici rezistenci k brani¢natce pSenicné (Mycosphaerella graminicola) €i lokus
Lr34 podilejici se na rezistenci k riznym druhdm rzi a k padli travnimu. V neposledni
fadé se na kratkém rameni chromozému 7D nachazi také klastr gend zodpovédnych
za rezistenci k mSici zhoubné (Diuraphis noxia). Jednim ztéchto genl je i gen

Dn2401, ktery je pfedmétem prfedkladané diplomové prace.
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3.2 MsSice zhoubna (Diuraphis noxia)

MsSice zhoubna (Diuraphis noxia, Kurdjumov) je hmyz taxonomicky Fazeny
do fadu polokFidli (Hemiptera), ¢eledi mSicoviti (Aphididae). Jedna se o vyznamného
Skiidce pSenice a jeémene, jehoz pavodni vyskyt je v oblasti Afganistanu, iranu,
jizniho Ruska a v zemich sousedicich se Stfedozemnim mofem. Z téchto mist
se mSice zhoubna rozsifila do vSech oblasti péstujicich pSenici a je€men s vyjimkou
Australie (Ennahli et al. 2009).

MsSice zhoubna (Obr. 3) je herbivorni hmyz s bodavé sacim ustnim ustrojim.
Pfi napadeni rostliny msici dochazi k sani tekutin z rostlinnych pletiv, pficemz
soucasné dochazi k uvolfiovani enzymu obsazenych ve slinach msice, které rostlinu
poskozuji. NaruSeni pletiva rostliny muze byt spojeno také s pfenosem virovych
onemocnéni (Ennahli et al. 2009). Napadeni rostliny mSici vyvolava bud systémovou
obrannou reakci, které se Sifi celou rostlinou, €i lokalni reakci, ktera je soustfedéna

na misto napadeni (Franzen et al. 2008).

Obr. 3: MsSice zhoubna (Diuraphis noxia). (a) Detail jedince msice zhoubné (QuantiPest
[cit. 24.2.2016]). (b) Kolonie mSic v Caste&né svinutém listu pSenice (myFields [cit. 13.4.2016])

Mezi nejvyznamnéjSi pfiznaky napadeni rostliny msici patfi tzv. chlordza
projevujici se vyraznym bilym, Zlutym ¢&i fialovym pruhovanim listd, a dale postupné
svinovani listd (Obr. 4). Nadmérné pfemnozeni kolonie msic (Obr. 3b) mlze zpusobit
az uhyn rostliny (Puterka et al. 1992). Jednotlivé symptomy se na rostliné objevuji
zpravidla v pribéhu sedmi dnd od napadeni 3kadcem. Napadena rostlina
se vyznacuje redukci vySky, snizenou hmotnosti, snizenym poctem klaskl v klase

a tim padem snizenym vynosem (Fazel-Najafabadi et al. 2015).
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Hlavni pfi¢inou neuspésné likvidace msic na napadenych rostlinach je fakt,
Ze stoCené listy vytvareji ukryt pro kolonie mSic a brani tak kontaktu s pesticidy
Ci biologickymi agens (Fazel-Najafabadi et al. 2015). Jelikoz je hubeni mSice
zhoubné chemickou i biologickou cestou nedostate¢né ucinné, existuje snaha vyvijet
nové odridy pSenice nesouci geny rezistence vuéi tomuto Skidci. Tento zpulsob

ochrany je zaroven v porovnani s uzivanim pesticidu bezpecny pro zivotni prostfedi.

Obr. 4: Pfiznaky napadeni mSici zhoubnou. (a) Svinuti listu s napadnym pruhovanim. (b) Chloréza —

barevné varianty pruhovani na listech pSenice. (c) PoSkozeni klasu pSenice. (Nicholas, 2011).

3.2.1 Kategorie rezistence k msici zhoubné

Rezistence je definovana jako schopnost hostitelského (rezistentniho) organismu
odolavat plsobeni skudce, pfipadné zmensit nebo prekonat nasledky jeho plsobeni
(Kudela et al. 1989). Tato schopnost je podminéna souborem dédi¢nych vlastnosti,
které vedou pfi napadeni Skidcem k menSimu poSkozeni rezistentniho organismu
v porovnani s citlivym (Smith 2005). Rezistenci pSenice k msSicim lze rozdélit
do tfi kategorii — antibiéza, antixendza a tolerance.

Antibiézu 1ze obecné charakterizovat jako reakci hostitele, ktera vede
k potlaCovani rlstu a jinych Zivotnich projevu Skudce. Rostlina se schopnosti
antibiozy dokaze nepfiznivé pusobit, at uz chemicky & morfologicky, na funkce

Skodlivého organismu. PFiznaky pUsobeni antibiézy vyvolané u Skidce mohou byt
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bud akutni ¢&i chronické. Pfichronickém poskozeni dochazi k uhynu Skadce
v pozdéjSich fazich jeho vyvoje. Jednotlivci, ktefi jsou schopni pfezit pfimé ucinky
antibidzy, se zpravidla vyznacuji sniZzenou velikosti téla i hmotnosti, prodlouzenim
jednotlivych vyvojovych etap a sniZzenou fertilitou (Smith 2005).

Antixendza (non-preference) je typem rezistence, ktery je definovan jako soubor
vlastnosti rostliny, které zapfiCinuji jeji neschopnost slouzit jako hostitelsky
organismus. Rostliny se schopnosti antixen6zy dokazi jak morfologicky, tak také
chemicky ovlivnit souZziti se Skddcem, ktery si nasledné vybira jiného hostitele.
Mezi faktory, které se podili na schopnosti antixenézy patfi napf. tvorba silngjsi
epidermis, vétsi hustota trichomu ¢&i voskovy povrch epidermis. Rezistentni rostliny
mohou dale syntetizovat specifické fytochemikalie, které dokazi odradit Skudce
od konzumace ¢&i kladeni vajiCek. V neposledni fadé mohou rostliny tvofit latky
toxické, které jsou pro Skudce letalni (Smith 2005).

Posledni ze tfi kategorii rezistence je tolerance. Na rozdil od pfedchozich dvou,
nedochazi pfi tomto typu rezistence k negativnimu plsobeni hostitele na Skodlivy
organismus. Tolerance je popisovana jako schopnost rostliny odolat napadeni
Skidcem s naslednym zotavenim. Rostliny vyznacujici se schopnosti tolerance
jsou schopny prezit napadeni a zaroven u nich dochazi k obnové a rlstu
poskozenych pletiv. K faktordm, které se podileji na schopnosti tolerance, patfi
zvysSena rychlost fotosyntézy, zvySena rychlost rlstu, lepsi vétveni a odnozovani
rostliny, vyS8S§i hladina uhliku v kofenech a schopnost jeho pfeneseni do vyhonki
vdobé rlistu. Tolerance sevelmi Casto vyskytuje vkombinaci s antibiézou

nebo antixenézou (Smith. 2005).

3.2.2 Geny podminujici rezistenci k msici zhoubné

Hlavnim pFfedpokladem pro ziskani rezistentni odridy je identifikace
a charakterizace zdroju rezistence (Peng et al. 2009). Do sou€asné doby bylo blize
charakterizovano 14 gent podmifiujicich rezistenci k msSici zhoubné (Tab. 1),
a to ve formé antixendzy, antibiézy, tolerance ¢i jejich kombinaci. Geny rezistence
k mSici zhoubné byly nalezeny v riznych liniich pSenice, Zita a Aegilops tauschii
(Peng et al. 2009). | presto, Ze byly tyto geny blize popsany, ani jeden

Z nich se dosud nepodafilo izolovat (Botha et al. 2014).
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Osm z celkového poctu 14 genu bylo lokalizovano na chromozémovém rameni
7DS. S vyjimkou genu Dn8, ktery se nachazi v distalni ¢asti ramene 7DS, bylo vSech
zbyvaijicich 7 zamapovano do centralni oblasti ramene (Liu et al. 2005, Liu et al.
2001, Liu et al. 2002). Geny mapované do centralni oblasti 7DS jsou vazany
na marker Xgwmlll a predstavuji bud jednotlivé alely jednoho genu ¢i velmi

pfibuzné ¢leny rodiny gena Dn.

Tab. 1: Pfehled genu podminujicich rezistenci k msici zhoubné (Starikova, 2015)

Gen Zdroj rezistence | Lokalizacev Plvodni vyskyt Reference
(linie/odrida) genomu (druh)
Dn1 P1 137739 7DS pSenice Du Toit (1987)
Dn2 P1 262660 7DS pSenice Du Toit (1987)
dn3 CO 03810 neznama Aegilops tauschii Nkongolo et al. (1991)
Dn4 PI 372129 1DS psSenice Nkongolo et al. (1991)
Dn5 P1 294994 7DS pSenice Du Toit (1987)
P1 243781
Dn6 7DS pSenice Nkongolo et al. (1991)
Cl 6501
Dn7 94M370 tlrgnssl'logfce Sito/pSenice Marais et al. (1994)
Dn8 P1 294994 7DS pSenice Liu et al. (2001)
Dn9 P1 294994 1DL pSenice Liu et al. (2001)
Dnx P1 220127 7DS pSenice Harvey et Martin (1990)
Dny P1 220350 neznama pSenice Martin et al. (2001)
Dn2401 Cl2401 7DS pSenice Voothuluru et al. (2006)
Dn2414 | line 2414-11 tlrgnssl'loé‘ﬁce Sito/pSenice Peng et al. (2007)
Dn626580 | P1626580 7DS pSenice Valdez et al. (2012)

Populace mSic z celého svéta vykazuji znacnou biotypovou variabilitu (Peng et al.
2009). Celkové byl potvrzen vyskyt minimalné 8 biotypl mSice zhoubné (Puterka et
al. 1992). Vzhledem k faktu, Ze popsané geny podmiriuji rezistenci pouze k urcitym
biotypim mSice, sama pfitomnost nékterého z vySe popsanych genu nemusi zarudit

rezistenci rostliny. Jako pfiklad mohou byt uvedeny geny Dn7, Dn2401 a Dn626580,
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které jako jediné ze vSech 14 genu zajiStuji rezistenci k vysoce virulentnimu biotypu

2. Ostatni geny nejsou schopny rezistenci vici tomuto biotypu zajistit.

3.2.2.1 Gen Dn2401

Gen Dn2401 byl identifikovan v centralni oblasti kratkého ramene 7D (7DS) v linii
Cl2401 puvodné pochazejici z Tadzikistanu. Tento dominantni gen podminfuje
rezistenci k msici zhoubné biotypu 2 ve formé antibiézy a tolerance (Voothuluru et al.
2006). Kromé genu Dn2401 byl v linii Cl12401 identifikovan také gen Dn4, ktery vSak
zajiStuje pouze rezistenci k biotypu 1. Fazel-Najafabadi et al. (2015) sestrojili
za pouziti dostupnych mikrosatelitovych markert prvni genetickou mapu oblasti genu
Dn2401 (Obr. 5a). V blizkosti genu byly zamapovany hrani¢ni markery Xbarc214
a Xgwm473 vymezujici interval o délce 2,9 cM. Stankova et al. (2015) navazali
na tuto praci s cilem izolovat gen Dn2401 metodou pozi¢niho klonovani. V ramci této
studie byla zkonstruovana vysoko-hustotni genetickda mapa obsahuijici oproti puvodni
mapé 11 nové odvozenych markert (Obr. 5b). Bylo tak dosazeno zkraceni intervalu
mezi hraniénimi markery z pavodnich 2,9 cM na 0,83 cM mezi Xowm705 a Xowm711
Oblast mezi hrani¢nimi markery byla pfeklenuta péti prekryvajicimi se BAC klony
z fyzické mapy kratkého ramene chromozému 7D (Obr. 5b). Tyto klony
byly osekvenovany za ucCelem identifikace kandidatnich genl. Délka intervalu
mezi hraniénimi markery byla na zakladé sekvenovani stanovena na ~310 kb

(Starikova, osobni sdéleni).
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a 7DS

0,00 Xefd68 b

0,30 Xbarc214 0,00
0,28
0,55
0,82

1,40 Dn2401 1,10
1,65
1,92
2,47
2,75

3,20 Xgwm473-1
3,02

3,60 Xbarc128

4,20 Xefd14

7DS

centromera

Xcfd68

Xowm708
Xowm709
Xowm710

Xowm707

TaaCsp7DS086H04

TaaCsp7DS044E09

Dn2401

TaaCsp7DS112N11

Xowm705

Xowm706
Xowm704

Xowm703

TaaCsp7DS010E01

Xgwm473-1

Xowm702
Xowm701

Xcfd14

Obr. 5: Genetické mapya fyzicka mapa oblasti genu Dn2401. (a) Geneticka mapa dle Fazel-

Najafabadi et al. (2015) tvofena mikrosatelitovymi markery. (b) Geneticka a fyzicka mapa sestrojena

Stankovou et al. (2015) - interval mezi hrani€nimi markery je pfeklenut klony z fyzické mapy ramene

7DS. Vzdalenosti na genetické mapé jsou uvedeny v centimorganech (cM).
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3.3 Poziéni klonovani

Pozi¢ni klonovani je proces izolace genu, jehoz sekvence neni pfedem znama.
Zaroven neni znam ani vysledny produkt a jeho pfesna metabolicka funkce. Gen
je izolovan pouze na zakladé znalosti jeho pozice na genetické a fyzické mapé.
Charakterizace genu a jeho nasledna izolace jsou nezbytnymi kroky pro pochopeni
podstaty znaku na molekularni urovni a ur€eni jeho role v organismu (Krattinger et al.
2009). Gen izolovany metodou pozi¢niho mize byt nasledné vnesen do genomu
jedince postradajiciho znak podminény timto genem, a to bud pomoci klasického
Slechténi, Ci metodami genového inZenyrstvi. Takto je mozno vytvofit napriklad
jedince odolného vic&i patogennimu organismu Ci jedince se zvySenou schopnosti

adaptace k riznym podminkam zivotniho prostredi.

3.3.1 Princip pozi¢niho klonovani

Pozi¢ni klonovani slouzi jak k izolaci genu velkého ucinku (majorgena),
tak také pro geny koédujici kvantitativni znaky (tzv. QTL, quantitative trait loci).
Klonovani QTL je v8ak v porovnani klonovanim majorgent mnohem komplexné&;si
proces zahrnujici naroCné genetické mapovani, jehoZz nezbytnou soucasti
je mendelizace klonovaného QTL (Salvi et Tuberosa, 2005). Zakladni princip
pozi¢niho klonovani bude pro vétsi jednoduchost blize popsan na pfikladu klonovani

genu velkého ucinku (Obr. 6).

Genetické mapovani

Zakladnim predpokladem pro izolaci genu podminujiciho urCity znak je nalezeni
jedinct s kontrastnim fenotypem v daném znaku, ktefi jsou pro dany znak
homozygotni. Tito jednici jsou pouZiti k odvozeni mapovaci populace,
ktera je nezbytnym nastrojem pro ur€eni pozice znaku na genetické mapé. Geneticka
mapa uréuje relativni vzajemnou polohu polymorfnich znacek (markeru), a souasné
i fenotypového znaku, na zakladé frekvence rekombinace. Pro ur€eni pfiblizné pozice
znaku na chromozému (hrubé mapovani) je dostaCujici mapovaci populace typu
F2 gitajici 100 — 200 jedinca (Krattinger et al. 2009). Geneticka mapa
je konstruovana na zakladé integrace fenotypovych a genotypovych dat. V prvni fazi

je zapotiebi spolehlivé stanovit fenotypovy projev studovaného znaku u vSech
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jedinci mapovaci populace. Poté je mapovaci populace genotypovana pomoci
Sirokého spektra genetickych markerl, které rovnomérné pokryvaji vSechny
chromozémy. Jedna se o markery, které byly jiz dfive zamapovany v rdznych
mapovacich populacich ajsou obvykle dostupné ve vefejnych databazich
(napf. databaze GrainGenes prodruhy tribu Trtiticeae a rodu Avena;
http://wheat.pw.usda.gov/GG3/). Klasicky pfistup, zahrnujici genotypovani populace
markery pomoci PCR, je vSak velmi pracny a Casové naroCny. V dnesni dobé
jsou proto pro tento ucel Casto vyuzivany genotypovaci platformy na bazi Cipu
(microarrayi), které obsahuji stovky az tisice marker( riznych typu (napf. SNP,
DArT, ISBP) a umoznuji tak analyzovat genotyp jedincd mapovaci populace
pro velké mnozstvi marker( najednou, coz znaéné urychluje fazi hrubého mapovani
(Gupta et al. 2013).

Pfiblizné urCeni pozice znaku na genetické mapé je nasledovano tzv. jemnym
mapovanim, které zahrnuje konstrukci vysoko-hustotni genetické mapy. Zde je nutné
odvodit dostateCné mnozstvi novych genetickych markerd vtésné vazbé
na studovany gen, tj. ve vzdalenosti desetin az setin cM. Jemné mapovani
je provadéno v mapovaci populaci Citajici tisice jedincl, ktera umoznuje dosahnout
dostate¢ného rozliseni genetické mapy (Krattinger et al. 2009, Schneider et al.
2005). Timto je mozné presné urCit pozici studovaného genu. V této fazi jsou
pro genetické mapovani a fenotypovani vybrani pouze jedinci, u kterych doslo
k rekombinaci mezi hrani¢nimi markery (v tésné vazbé& na gen) a fenotypem
(Kratinger et al. 2009).

Fyzické mapovani

DalSim krokem v procesu poziéniho klonovani je sestaveni fyzické mapy,
které pokryva oblast mezi markery v tésné vazbé na gen. Fyzickd mapa je tvofena
sestavou prekryvajicich se klond zknihoven DNA dlouhych inzertl, které
jsou usporadany do kontigl. Stovky az tisice kontigll pak pokryvaji cely chromozém
¢i genom daného organismu.

Prvni moznosti, jak pfeklenout oblast mezi markery, které vymezuji oblast genu
je provedeni tzv. ‘chromosome walkingu’, neboli prochazeni po chromozému.
V prvni fazi je knihovna DNA skrinovana za pomoci hrani¢nich marker( za ucelem
nalezeni klonu, jenz nesou tyto markery. Konce klonu jsou sekvenovany a sekvence

jsou pouzity pro vyvoj novych jednolokusovych markerl. Témito markery je opét

23



skrinovana knihovna s cilem nalézt nasledujici klon. Popsany postup je opakovan
az do doby identifikace vSech klonu, které prekryvaji oblast genu (Schneider et al.
2005).

Dostupnost fyzické mapy celého genomu ¢i urcitého chromozému umozriuje
preskoCit naroCny krok prochazeni po chromozému a dochazi tak k vyraznému
zkraceni faze fyzického mapovani (Feuillet et al. 2012). Stejné jako v pfedchozim
pripadé jsou hrani€ni markery pouzity pro skrining knihovny DNA s cilem nalézt klony
nesouci tyto markery. Klony vSak umozniuji nalézt pfimo kontig ve fyzické mapé
celého genomu Ci chromozému. V idealnim pfipadé jsou skriningem nalezeny klony
nalezici do jednoho kontigu fyzické mapy, a tim je kontinualné preklenuta cilova
oblast genu. V opacném pfipadé jsou z koncovych klonG kontigl fyzické mapy
odvozeny jednolokusové markery, kterymi je opét skrinovana knihovna DNA

za ucelem identifikace nasledujiciho kontigu.

Izolace kandidatniho genu

Posledni fazi pozi¢niho klonovani je nalezeni kandidatnich genli a ovéreni jejich
funkce s cilem nalézt gen odpovidajici za studovany znak. V této fazi jsou klony
z knihovny DNA, které preklenuji oblast mezi hraniCnimi markery, osekvenovany
a ziskané sekvence jsou anotovany. Anotace je zaloZzena na porovnani sekvenci
kloni se sekvencemi dfive charakterizovanych genu ¢i proteini dostupnych
v databazich. Takto je mozné identifikovat jeden ¢&i vice kandidatnich genu,
které mohou teoreticky odpovidat za projev studovaného znaku.

Zaverecnym krokem pozi¢niho klonovani je ovéfeni funkce kandidatnich genu.
Prvni moznosti je vneseni genu do genomu jedince, u kterého bézné nedochazi
k projevu daného znaku. Pfenos muze byt proveden transformaci rostliny pomoci
Agrobacteria (Hensel et al. 2009) Ci bioloistickymi metodami (Sanford 1988). Druhou
moznosti je vyfazeni genu z funkce prostfednictvim RNA interference (Waterhouse
et Helliwell 2003) €i prostfednictvim virem indukovaného umi€eni genu (VIGS, virus

induced genome silencing; Gupta et al. 2013b).
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3.3.2 DalSi pfistupy izolace genl

Je zapotfebi zminit, Ze kromé& pozicniho klonovani existuji dalSi metody
umoznujici izolovat gen podminujici urCity konkrétni znak. Mezi né patfi napfiklad
identifikace kandidatnich gend na zakladé analyzy transkriptomu. V tomto pfipadé
dochazi k porovnani urovné exprese genu mezi standardnim (wild type) jedincem a
jedincem ¢&i skupinou jedincu, ktefi byli vystaveni napf. pusobeni riznych typu stresu,
nebo podstoupili nahodnou mutagenezi. Nezbytnou soucasti tohoto pfistupu je
pfesné stanoveni fenotypu zkoumanych jedincl. Na zakladé korelace mezi zménou
fenotypu a zménou urovné exprese u ovlivnénych jedinctd vzhledem k standardnim
jedincum jsou identifikovany kandidatni geny (Wang et al. 2015).

Rozvoj technik sekvenovani nové generace (NGS, next generation sequencing)
umoznil vyuzit pro identifikaci kandidatnich genud techniky NGS v kombinaci
s metodami pfime mutacni genetiky. Jedinec nesouci studovany znak je podroben
nahodné mutagenezi s cilem vyfadit gen podminujici tento znak z funkce. Nasleduje
sekvenovani genomu ¢i vybraného chromozomu standardniho jedince a jedince,
u kterého doslo ke ztraté funkce genu. Ziskané sekvence jsou navzajem porovnany
s cilem nalézt kandidatni gen, tj. gen, ve kterém doS$lo k mutaci.

V neposledni fadé lze k identifikaci kandidatniho genu vyuzit znalosti jiz dfive
popsanych genu pochazejicich zjinych organisml a nalézt jejich homology
ve studovaném organismu. Funkéni varianta genu je poté identifikovana metodami

reverzni genetiky (Wang et al. 2015).

3.3.3 Pozicni klonovani u pSenice

Pozi¢ni klonovani genu pSenice predstavuje ¢asové narocny i pracny ukol jednak
z dlvodu slozitosti genetické informace, ale také z didvodu nerovhomérné urovné
rekombinace podél chromozémua (Saintenac et al. 2009) a nizké miry genetické
diverzity mezi modernimi odridami pSenice (Feuillet et al. 2008). Jednim z hlavnich
faktor(, ktery vyrazné komplikuje pozi¢ni klovani, zejména pak vyvoj novych markeru
za uCelem konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy, je pfitomnost tfi velmi
podobnych (homeolognich) subgenomu.

Pozi¢ni klonovani bylo po dlouhou dobu komplikovano nedostateCnou znalosti
sekvence genomu psSenice. Nedavno vSak doSlo ke znacnému rozvoji genetickych
a genomickych nastroju, které praci s genomem pSenice znacné usnadnuji.
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Nepostradatelnou se v tomto pfipadé stala pratokova cytometrie. Diky ni bylo mozné
vytvofit BAC knihovny DNA pro jednotlivda ramena ¢i chromozomy
(http://olomouc.ueb.cas.cz/dna-libraries/cereals). Na zakladé téchto knihoven
jsou sestavovany fyzické mapy jednotlivych chromozému, které pak slouzi jako
zaklad pro ziskani referenéni sekvence metodou sekvenovani klon po klonu. V roce
2014 uvefrejnili Choulet et al. referencni sekvenci chromozému 3B. SoucCasné byly
zvefejnény také sekvence jednotlivych ramen pSenice ziskané celochromozémovym
neusporfadanym (shotgun) sekvenovanim (IWGSC 2014).

Do dnesni doby bylo u pSenice metodou pozi¢niho klonovani izolovano celkem
16 genu (Tab. 2). LepSi znalost sekvenc¢ni informace a dostupnost vySe zminénych
nastroji vS8ak mohou znacéné pfispét k urychleni procesu pozi¢niho klonovani a zvysit

tak poCet uspésné izolovanych gent (Wang et al. 2015).

Existuje fada pfistupl v ramci jednotlivych krokd pozi¢niho klonovani u pSenice.
Strategie zavisi na lokalizaci zkoumaného genu a spektru dostupnych genetickych
a genomickych nastroju. Pro kazdy z krokd pozi¢niho klonovani existuje fada
postupu, které mohou byt vzajemné nahrazovany, pfipadné se doplfuji. Nékolik
prikladd pfistupl uplatnénych pfi pozicnim klonovani u pSenice a jejich pfipadné

vyhody a nevyhody jsou popsany nize.

Konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy

Konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy je pro pozi¢ni klonovani zasadni,
a to jak pro pripad pSenice, tak i jinych organism(. Ke stanoveni pfesné pozice genu
na chromozému je zapotiebi cilené vyvinout mnoho novych genetickych markeru
v tésné blizkosti genu. V dfivéjSich dobach, kdy byla znalost sekvence genomu
pSenice znatné omezena, byly nové markery vyvijeny zejména na zakladé sekvenci
kloni cDNA a EST sekvenci (expressed sequenced tags). Nedostatek sekvencnich
informace byl dale kompenzovan dostupnosti sekvenci genomu blizce pfibuznych
druhd. Tyto druhy vykazuji vysoky stuperi kolinearity vzhledem k pSenici i mezi sebou

navzajem.
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Strategie vyvoje markerl vyuzivajici znalosti EST sekvenci v kombinaci
se sekvencemi pribuznych druhd byla uplatnéna napfiklad pfi klonovani genu Bol,
ktery podminuje toleranci pSenice k béru (Schnurbusch et al. 2007) & genu Pm6
zodpovédného za rezistenci k padli travnimu (Qin et al. 2011). V téchto studiich
bylaza pomoci sekvenci markeri zamapovanych v blizkosti klonovaného genu
identifikovana ortologni oblast v genomu ryze, pfipadné Brachypodia. Geny z této
ortologni oblasti pak na zakladé homologie umoznily nalézt pSeni¢né EST sekvence
nalezici do oblasti klonovaného genu. EST sekvence byly pouzity k odvozeni maker
zalozenych na PCR. Vzhledem ktomu, Zze primery byly navrhovany v oblastech
exonll, které jsou mezi jednotlivymi subgenomy konzervované (tedy znacné
podobné), dochazelo C&asto k amplifikaci produktd ze vSech tfi homeolognich
chromozémd, ¢imz se velmi snizila efektivita odvozovani markeru.

Problém amplifikace homeolognich sekvenci se pokusili vyfeSit Terraciano et al.
(2013), ktefi se zabyvali konstrukci vysoko-hustotni genetické mapy v oblasti genu
Lrl4, ktery podminuje rezistenci ke rzi pSenicné. V této studii byla vyuZita
amplifikovana DNA chromozémovych ramen pSenice ziskanych tfidénim pritokovou
cytometrii. Za ucelem vyvoje markert specifickych pouze pro jedno z homeolognich
ramen byla provedena tzv. dvoukrokova amplifikace. Primery navrzené na zakladé
EST sekvenci byly nejprve pouzity k amplifikaci DNA tfidénych chromozémovych
ramen. PCR produkty byly poté sekvenovany a na zakladé rozdili mezi sekvencemi
homeologl byly odvozeny nové, subgenomové specifické primery.

Novym nastrojem, zaloZzenym na principu kolinearity mezi pfibuznymi druhy trav,
ktery usnadnuje cileny vyvoj markerd, je tzv. ‘genome zipper’. Jedna se o virtualni
usporadani genl ryze, Brachypodia a Ciroku sefazenych na zakladé vzajemné
kolinearity. Toto poradi genu je integrovano s ruznymi typy sekvenci pochazejicimi
z organismu, pro ktery byl dany ‘genome zipper” sestrojen. Zaroven je cela sestava
genl ukotvena na kostru tvofenou geneticky zamapovanym markery ze zkoumaného
organismu. Prvni ‘genome zipper’ byl sestrojen pro vSechny chromozémy jeCmene
(Mayer et al. 2011). V souc€asnosti jsou ‘genome zippery  dostupné pro vSechna
chromozémova ramena pSenice (IWGSC 2014).

Zasadni prilom pro navrhovani subgenomové specifickych markerld znamenalo
dokonCeni neuspofadaného (shotgun) sekvenovani jednotlivych chromozémovych
ramen pSenice (IWGSC 2014). Znalost sekvence ze vSech tfi homeolognich

chromozémli umozfiuje cilené navrhovani subgenomové specifickych markeru.
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Moznost vyuziti sekvenci specifickych pro homeologni ramena 7AS, 7BS a 7DS,
spolu s ‘genome zipperem’ specifickym pro chromozém 7H jemene, hrala kliCovou
roli pfi cileném vyvoji markert v tésné vazbé na gen Dn2401 (Starikova et al. 2015).
Tento gen podminuje rezistenci k mSici zhoubné a je lokalizovan a kratkém rameni
chromozému 7D pSenice. Sekvence markert dfive zamapovanych v blizkosti genu
byly pouzity k identifikaci kolinearni oblasti v ‘genome zipperu’. Sekvence EST
markeru z této oblasti pak poslouzily k nalezeni homolognich sekvenci pochazejicich
zramen 7AS, 7BS a7DS. Ty pak byly pouzity k vyvoji markerl specifickych
prorameno 7DS. Vyskyt genu na rameni 7DS umoznil zaroven vyuzit k vyvoiji
markerld genetickou mapu Aegilops tauschii (diploidniho pfedka genomu D pS$enice),
ktera je integrovana s geny ryze. Markery byly odvozovany obdobné jako pfi pouZiti
‘genome zipperu’. Zminény postup vyvoje markerl vyuzivajici ‘genome zipper’,
genetickou mapu Ae. tauschii a sekvence jednotlivych homeolognich ramen

se ukazal jako vysoce efektivni a specificky.

Fyzické mapovani

Vytvoreni vysoko-hustotni genetické mapy a nalezeni markeri ve velmi tésné
vazbé na klonovany gen je nasledovano konstrukci fyzické mapy oblasti genu. Jedny
z prvnich projektd zaméfenych na klonovani genl u pSenice vyuzivaly strategie
tzv. ,kyvadlového® (shuttle) mapovani. V této dobé& nebyly pro hexaploidni pSenici
dostupné knihovny DNA ani fyzické mapy. Z toho davodu bylo fyzické mapovani
provadéno za pouziti diploidnich ¢i tetraploidnich pfedchidcu pSenice. Pro tyto
pfedky pSenice byly konstruovany knihovny DNA, které poté slouzily pro sestaveni
kontigu tvofeného prekryvajicimi se klony, ktery pfeklenul oblast genu. Vzhledem
k tomu, Ze pro pfedchudce pSenice nebyla dostupna fyzicka mapa, byl kontig
sestaven metodou prochazeni po chromozému (chromosome walking). Genetické
mapovani a vlastni izolace genl v§ak probihaly pfimo v hexaploidni pSenici.

V dnesni dobé jsou dostupné knihovny DNA pro vSechny chromozomy pSenice,
fyzické mapy péti ramen (Breen et al. 2013; Lucas et al. 2013; Raats et al. 2013;
Philippe et al. 2013; Akpinar et al. 2015) a &tyi kompletnich chromozému (Barabaschi
et al. 2015; Poursarebani et al. 2014; Paux et al. 2008; Kobayashi et al. 2015) jiz byly
publikovany a fyzické mapy zbyvajicich chromozédmu jsou pfed dokoncenim
(http://mvww.wheatgenome.org/Projects). Konstrukce fyzické mapy je dnes tedy

omezena pouze na skrining knihovny DNA pomoci markera v tésné vazbé na gen
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s cilem nalézt klon obsahujici tento marker a identifikovat kontig, pfipadné vice
kontigl z fyzické mapy ramene &i chromozdmu pSenice, které preklenuji oblast genu.
Timto postupem byla vytvofena fyzicka mapa oblasti genu Dn2401. Skrining
knihovny DNA umoznil identifikaci jediného kontigu, ktery obsahoval souasné oba

hrani¢ni markery a pfeklenul tak celou oblast genu (Stankova et al. 2015).

Tab. 2: Pfehled genu izolovanych z genomu pS$enice pozi¢nim klonovanim (pfepracovano dle
Starkova et al. 2015)

Gen Funkce Chromozém Zdroj
Lrl 5DL Cloutier et al. 2007
Lr10 Geny rezistence VUi rzi 1AS Feuillet et al. 2003
Lr21 psenicne 1DS Huang et al. 2003
Lr34 7DS Krattinger et al. 2009
Sr33 Geny rezistence VUi rzi 1DS Periyannan et al. 2013
Sr35 travni 3AL Saintenac et al. 2013
Y36 Gen re’2|stence proti rzi 6BS Fu et al. 2009
plevové
Pm3b Gen I:e2|stence proti padli 1AS Yahianoui et al. 2004
travnimu
Gen podilejici se na 5BL
Tsnl rezistenci k brani¢hatce Faris et al. 2010
plevové a Pyrenophora tritici
VRN1 5AL Yan et al. 2003
VRN2 Geny zodpovédné za 5AL Yan et al. 2003
VRN3 vernalizaci 7BS Yan et al. 2003
VRN4 5DS Kippes et al. 2015
0 Gen podmiriujici rozpadavost | 5AL Faris et al. 2003
klasu
Ph1 Gen fidici parovani | 5BL Griffiths et al. 2006
homolognich chromozému
Transkripéni faktor ovliviujici | 6BS
Gpc-B1 starngtlo rovsthny a ok?sah Uauy et al. 2006
proteind, Zeleza a zinku v
zrnech
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4. Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Ke genetickému mapovani byla pouZzita mapovaci populace F2 pSenice seté
(Triticum aestivum), pochazejici z kfizeni rezistentni linie Cl12401 s citlivou odradou
Glupro. Tato populace oznacena jako Cl2401/Glupro-F2 vznikla spojenim dvou
mapovacich populaci a Ccitala celkem 333 jedincu. Prvni mapovaci populace
(Cl2401/Glupro-F2-1) byla tvofena 184 jedinci. DNA jedincu této mapovaci populace
byla poskytnuta prof. Norou Lapitan (Colorado State University, Colorado, USA).
Pro druhou mapovaci populaci (Cl2401/Glupro-F2-2) Cgitajici 149 jedincu byla
prof. Lapitan poskytnuta semena.

PFi procesu odvozovani novych markert specifickych pro oblast genu Dn2401
byla pouzita amplifikovana DNA ramen 7AS, 7BS a 7DS p$enice seté. Ramena byla
tfidéna pomoci pritokové cytometrie z odpovidajicich double-ditelozomickych linii
odriidy ‘Chinese Spring’ a amplifikovana pomoci polymerazy Phi 29 (Simkova et al.
2008). Dale byla pfi odvozovani markert pouzita DNA rodi¢l mapovaci populace F2
(Cl12401, Glupro).

4.1.2 P¥istrojové vybaveni

e Biologicky termostat BT120 (Laboratorni pfistroje Praha, CR)

e Centrifuga MICROMAX RF, CR 4i (Thermo Scientific, USA)

e Dokumentacni systém pro analyzu elektroforetického gelu ChemiGenius
Bioimaging Systém (Syngene, GB) s transluminatorem GVM20 (Syngene,
Velka Britanie)

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

e Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort, Belgie)

e Mikrocentrifuga (Labnet)

e Mikropipety Nichipipet EX (NICHIRYO) (Japonsko)

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

e Termocyklér C1000 Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)
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Tfepacka Vortex (Heidolph, Némecko)

4.1.3 Chemikalie

3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva, Némecko)

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

Deionizovana voda

Ethidium bromid (Sigma Chemical, USA)

Exonukleaza | (Fermentas, Kanada)

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

PCR primery (Eurofin Genomics, Rakousko)

Taq DNA polymeraza (New England Biolabs, USA)

Termosensitivni alkalicka fosfataza FastAP (Fermentas, Kanada)

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

4.1.4 Pufry a roztoky

10x PCR pufr

100 mM Tris-HCI pH 8,8
15 mM MgCl2

500 mM KCI

1% Triton X — 100

Cresol Red (100 ml)

7,5 g sachardza
50 mg Cresol Red
Doplnit do 100 ml H20

Nedenaturujici 4% polyakrylamidovy gel

4% akrylamid:bisakrylamid
0,073% (v/v) TEMED
0,066% (w/v) APS

0,5x TBE pufr
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TBE pufr

5X 0.5X

445 mM Tris baze 45 mM Tris baze

445 mM kyselina borita 45 mM kyselina borita
10 mM EDTA 1 mM EDTA

pH 8 pH 8

4.1.5 Komercni kity

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

4.2 Metodika

4.2.1 Péstovani mapovaci populace

Celkem 149 semen pfFedstavujicich jednotlivé linie mapovaci populace
Cl2404/Glupro-F2-2 bylo umisténo do Petriho misek na vodou navihéenou bunicitou
vatu. Semena byla inkubovana po dobu 5 dni pfi 5°C a nasledné byla pfesunuta
do termostatu, kde byla inkubovana 1 den pfi 25°C. Naklicena semena byla
po jednom zasazena do raSelinovych kvétinaca (tzv. jifft) o rozméru 5 x 5 cm
naplnénych zahradnickym substratem. Populace byla péstovana ve fytotronu
po dobu tfi tydnl za téchto podminek: den 16 h/20°C, noc 8 h/ 16°C. Poté byly
z jednotlivych rostlin odebrany listy, které byly pouzity pro izolaci DNA. Nasledné byla
populace pfesunuta na 6 tydnl do fytotronu s konstantni teplotou 6°C (10 h den, 14 h
noc) za ucelem vernalizace. Po uplynuti 6 tydnG byly rostliny vysazeny na pole,
kde byla populace dopéstovana. Z jednotlivych rostlin byla sklizena semena,

ktera byla pouZita pro ureni fenotypu.

4.2.2 1zolace DNA

Rostlinna DNA byla izolovana pomoci kitu NucleoSpin® Plant Il podle pfilozeného
originalniho pracovniho navodu. Pro izolaci bylo pouzito 80 — 100 mg Cerstvych list(,
které byly odebirany z 3 tydny starych rostlin mapovaci populace
Cl2401/Glupro-F2-2. Odebrany material byl suSen po dobu pfiblizné 48 hodin pfi
teploté 37°C. VysuSené listy byly homogenizovany za pomoci sklenénych kuli¢ek
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opruméru 0,5 cm za pouziti homogenizaéniho oscilaéniho milyna. Dale bylo
postupovano dle instrukci v pracovnim navodu. Koncentrace DNA byla stanovena
pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-100 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA). Jednotlivé vzorky DNA byly nafedény na konecnou koncentraci 20 ng/ul.

Naredéna DNA byla pouzita pro nasledujici analyzy.

4.2.3 Hodnoceni fenotypu

Hodnoceni fenotypu bylo provadéno v insektariu Colorado State University (USA)
pod zastitou profesora Franka Peairse. Fenotyp byl zjistén u vSech 333 jedincl
mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2. Za ucelem ur€eni vSech tfi fenotypovych
Stépnych tfid u jedinct generace F2 (dominantni homozygot — rezistentni; recesivni
homozygot — citlivy; heterozygot) bylo fenotypovani provadéno na potomstvu
jednotlivych jedinct, tj. v mapovaci populaci F2:3. Od kazdého jedince populace F2
bylo fenotypovano 12 — 15 potomk(. Na zakladé zjisténych fenotypu potomstva
byl zpétné urcen fenotyp kazdého jedince populace F2.

Na sedmidenni rostliny populace F23 byli pfeneseni jedinci mSice zhoubné
biotypu 2. Reakce rostliny byla hodnocena po 7 a 10 dnech od napadeni. Nezavisle
na sobé byly hodnoceny dva znaky — chloréza (Zluté, bile Ci fialové pruhovani listd)
a svinovani listd. Chloréza byla hodnocena na stupnici od 1 do 9 (1 = zdrava rostlina
s malym hypersenzitivnim poskozenim, 9 = uhynula rostlina Ci rostlina s nevratnym
poSkozenim). Za rezistentni byly povazovany rostliny s urovni chlorézy v rozmezi
1 -4, citlivé pak 5 — 9. Svinuti listd bylo hodnoceno na stupnici od 1 do 4 (1 = zcela
plochy list, 4 = tésné svinuty list). Rezistentni rostliny byly hodnoceny stupni 1 a 2,
citlivé 3 a 4 (Collins et al. 2005). Jako kontrolni rostliny byli pouZiti rodiCe mapovaci

populace - Cl2401 (rezistentni) a Glupro (citlivy).

4.2.4 Genetické mapovani markerll Xowm705 a Xowm711

V blizkosti genu Dn2401 byly v pfedchozi studii provadéné Starnkovou et al.
(2015) zamapovany SNP markery Xowm705 a Xowm711l. Za ucelem upfesnéni
vzdalenosti mezi markery a genem Dn2401 bylo provedeno genotypovani
149 jedincu nové vytvofené mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2. Ziskana data

byla slou¢ena s daty ziskanymi genotypovanim 184 jedinci mapovaci populace
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Cl2401/Glupro-F2-1 (Starikova et al. 2015) a dale s fenotypovymi daty vSech 333
jedinci  obou populaci. Slou¢ena data odpovidajici mapovaci populaci

Cl2401/Glupro-F2 byla pouzita pro sestrojeni genetické mapy oblasti genu Dn2401.

4.2.4.1 Analyzované markery

Mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2 byla genotypovana markery
Xowm705 a Xowm711, jejichz charakteristika je uvedena v tabulce Tab. 3. Stanoveni
genotypu pro marker Xowm705 bylo provedeno sekvenovanim produktd PCR
charakteristickych pro jednotlivé jedince mapovaci populace. Primery specifické
pro marker Xowm711l poskytovaly jeden specificky PCR produkt vykazujici
mezi rodi¢i mapovaci populace délkovy polymorfismus o velikosti 43 bp.
Genotypovani bylo proto mozno provést po separaci produktt PCR pomoci

nedenaturujici polyakrylamidové (PAA) gelové elektroforézy.

Tab. 3: Charakteristika marker(l Xowm705 a Xowm711

Délka produktu

Marker Sekvence primeru rl;c;lélmorfls- PCR (bp) 2}2)
(CI2401/Glupro)
F | TGGCAGGAAATGGAAGTTTT
Xowm705 e AATGTTCAGAATTTCCTCCGTA | SNP (AT) | 394 65
F | GCCGTGGTATGTGATTCTGTT
Xowm711 R | ACAACGTTCATGGTCTGTGG indel (43 bp) | 584/541 67

* Ta = teplota nasedani primeru

4.2.4.2 Amplifikace lokust analyzovanych markerd metodou PCR

Za pouziti primertu specifickych pro markery Xowm705 a Xowm711l byla
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) provedena amplifikace DNA
jednotlivych jedinci mapovaci populace Cl12401/Glupro-F2-2. PCR byly provadéna
v celkovém objemu 20 pl. SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce Tab. 4. PCR

probihala v termocykléru za podminek uvedenych v tabulce Tab. 5.
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Tab. 4: Slozeni reakéni smési pro PCR

Reagencie Koncentrace v reakci Mnozstvi na 1 reakci
10x PCR pufr (véetné MgCl>) 1x 2 ul

dNTPs (10 mM) 200 uM 0,4 yl

Primer F (10 uM) 1uM 2 ul

Primer R (10 pM) 1uM 2 ul

Taq polymeraza (2U/pl) 0,02 U/ul 0,2 ul

Cresol Red (5x) 1x 4 ul

DNA (20 ng/pl) 2 ng/ul 2 ul

Deionizovana voda 7,4 ul

Celkem 20 pl

Tab. 5: Teplotni pribéh PCR

Teplota Cas Poget cykld
Denaturace 94°C 5 min 1
Denaturace 94°C 30s
Amplifikace Nasedani primeru 65°C/67°C* 30s 35
Elongace 72°C 1 min
Zavérec¢na elongace 72°C 10 min 1

* Teplota nasedani primeru (Ta) v zavislosti na pouzitém primeru (viz. Tab. 3)

4.2.4.3 Elektroforeticka separace produkti PCR

Elektroforeticka separace produktt PCR byla provedena v nedenaturujicim 4%
polyakrylamidovém gelu o tloustce 1 mm s pouzitim vertikalni aparatury
C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific, USA). Pfed sestavenim aparatury bylo jedno ze
skel silanizovano 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu s 3 pl/ml
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu, ¢imzZz bylo dosazeno pfilnuti PAA gelu
na silanizované sklo.

Smichanim sloZzek uvedenych v kapitole 4.1.4 byl pfipraven 4% nedenaturujici
polyakrylamidovy gel. Smés byla nalita mezi skla aparatury, mezi ktera byl nasledné
vsazen hieben pro vytvofeni jamek v gelu. Polymerizace gelu probihala po dobu
45 min. Po dokoncCeni polymerizace byla skla s gelem vsazena do aparatury,
katodovy a anodovy prostor aparatury byl naplnén 800 ml 0,5x koncentrovaného

roztoku pufru TBE a z gelu byl vyjmut hfeben. Do pufru v anodové ¢asti bylo pfidano
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10 pl 10% roztoku ethidium bromidu. Nasledné byl spustén tzv. ‘prerun” probihajici
pfiblizné 1 hodinu pfi napéti 300 V, béhem kterého doslo k nasyceni gelu ethidium
bromidem. Po nasyceni gelu ethidium bromidem byly do jednotlivych jamek v gelu
naneseny vzorky DNA (produkty PCR) v objemu 5 pl. Do prvni jamky bylo naneseno
5 ul velikostnino markeru 100 bp Plus DNA Ladder. Separace produkti PCR
probihala pfi napéti 350 V po dobu 30 min v pfipadé markeru Xowm705 a po dobu
60 min v pfipadé markeru Xowm711. Po dokonceni separace byla skla s gelem
vyjmuta z aparatury, produkty PCR byly vizualizovany pomoci UV transluminatoru

a gel byl vyfotografovan.

4.2.4.4 Sekvenovani produktll PCR

Za ucelem stanoveni genotypu jedincd mapovaci populace pro marker Xowm705
bylo provedeno sekvenovani produktl PCR vzniklych amplifikaci DNA pomoci
primert specifickych pro tento marker. Pfed vlastnim sekvenovanim byly produkty
PCR enzymaticky precistény smési 1 U exonukleazy | a 0,5 U termosenzitivni
alkalické fosfatazy (FastAP) za ucelem odstranéni nespotfebovanych nukleotidl
a primerl. Reakce probihala v objemu 7 ul v prostfedi 1x PCR pufru. Slozeni reakéni
smési je uvedeno v tabulce Tab. 6. Reak¢ni smés byla inkubovana v termocycléru
pfi teploté 37°C po dobu 30 min. Nasledné byly enzymy v reakéni smési

deaktivovany denaturaci pfi teploté 95° po dobu 5 min.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési

Reagencie Objem
exonukledza | (20 U/ul) 0,05 pl
alkalicka fosfataza (1 U/ul) 0,5 pl
PCR pufr (1x) 2,45 pl
PCR produkt 4 ul
Celkovy objem 7 pl

Sekvenovani bylo provadéno za pouziti sekvenacéniho kitu BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit. Reakce probihala v objemu 10 pl. Reakéni smés
obsahovala sekvenaéni smés BigDye, pufr BDX64, 5x sekvenacni pufr, specificky
primer, deionizovanou vodu a pfecistény produkt PCR (Tab. 7). Reakce probihala

v termocycléru za podminek uvedenych v tabulce Tab. 8. Produkty sekvenacni
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reakce byly preciStény pomoci magnetickych kulicek Agencourt® CleanSeq®
(Beckman Coulter, USA) na robotické stanici Biomek® NXP (Beckman Coulter).
Analyza sekvenacnich produktd byla provadéna pomoci kapilarni elektroforézy

na 96-kapilarovém sekvenatoru 3730xI DNA analyzer (Applied Biosystems, USA).

Tab. 7: SloZeni sekvenacéni reakéni smési

Reagencie Objem
BigDye 0,125 pl
Pufr BDX64 0,875 pl
Primer 1ul

5x sekvenadéni pufr 1,5 ul
Precistény produkt PCR 3ul
Deionizovana H20 3,5 ul
Celkovy objem 10 ul

Tab. 8: Podminky sekvenacni reakce

Pocet cykl Teplota Cas

1x 98°C 5 min
96°C 10 s

60x 50°C 5s
60°C 4 min

4.2.4.5 Stanoveni genotypu a konstrukce genetické mapy

Genotypy jednotlivych jedincd mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2
pro marker Xowm711 byly stanoveny na zakladé urCeni velikosti produktd PCR
po separaci téchto produktl pomoci nedenaturujici PAA elektroforézy. Velikost
produktd byla ur€ena porovnanim s velikostnim markerem. Genotypy jednotlivych
jedincu pro marker Xowm705 byly uréeny sekvenovanim produkttd PCR specifickych
pro tento marker na zakladé stanoveni varianty jednonukleotidového polymorfismu
(SNP). Sekvence byly analyzovany v programu Geneious v5.4.4 (Drummond et al.
2010). Genotypova data ziskana pro oba analyzované markery v mapovaci populaci
Cl2401/Glupro-F2-2 byla slou€ena s daty ziskanymi pro tyto markery v mapovaci
populaci CI2401/Glupro-F2-1 v praci provadéné Starnikovou et al. (2015). Genotypova
data byla spolu s fenotypovymi daty pouZzita ke konstrukci genetické mapy. Mapa
byla konstruovana v programu JoinMap 4.0 (Van Ooijen et Voorrips 2001) za pouziti
funkce Kosambi (Kosambi, 1943).
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4.2.5 Odvozovani genetickych marker( pro oblast genu Dn2401

Princip odvozovani novych markera pro oblast genu Dn2401 vychazel z metodiky
publikované v praci Stankové et al. (2015). Tento postup (viz. Schéma 1) zahrnoval
navrzeni primeru specifickych pro chromozémové rameno 7DS pSenice seté,
testovani jejich specificity pomoci PCR s pouzitim amplifikované DNA ramen 7AS,
7BS a 7DS ziskanych tfidénim metodou pratokové cytometrie a pfFipadnou
optimalizaci podminek PCR. Primery, u kterych byla potvrzena specificita pro rameno
7DS byly pouzity k amplifikaci DNA rodi€ld mapovaci populace (Cl2401, Glupro).
Vzniklé produkty PCR byly sekvenovany za ucelem nalezeni polymorfismi mezi
rodi¢i mapovaci populace. Pfipadné polymorfismy byly po stanoveni jejich varianty

zamapovany v mapovaci populaci.

Navrzeniprimeru specifickych pro chromozémové rameno 7DS

l

Ovéreni specificity primert pomoci PCR s DNA z ramen
7AS, 7BS a 7DS
Optimalizace podminek PCR

I

Amplifikace DNA rodici mapovaci populace
Sekvenovani produkti PCR
Identifikace polymorfismu

I

Konstrukce genetické mapy

Schéma 1: Princip odvozovani novych markerd.

4.2.5.1 Navrhovani primer0 specifickych pro chromozémové rameno 7DS

Primery byly navrhovany specificky pro oblast mezi markery Xowm705
a Xowm711, které ohraniCuji oblast genu Dn2401. Jako templat pro navrhovani
primerl byla pouzita sekvence BAC klonu TaaCsp112N11 (Obr. 7). Tento klon
je soucCasti kontigu ctg783 pochazejiciho zfyzické mapy ramene 7DS,
ktery pfeklenuje oblast mezi markery Xowm705 a Xowm711. Sekvence BAC klonu

byla za pomoci programu Blast porovnana se sekvencemi ramen 7AS a 7BS
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ziskanymi celochromozémovym neuspoifadanym (shotgun) sekvenovanim. Primery
byly poté navrhovany v oblasti, pro kterou byly nalezeny homeologni sekvence

pochazejici z ramen 7AS a 7BS.

Genetickamapa = Dn2401 Xowm711

0,55 0,28

TaaCsp7DS086H04

) 7DS

centromera

Fyzicka mapa TaaCsp7DS044E09

TaaCsp7DS112N11

TaaCsp7DS010E01

TaaCsp7DS088E19 ctg783

Obr. 7: Geneticka a fyzickd mapa oblasti genu Dn2401. BAC klon TaaCsp112N11, jehoz sekvence
byla pouzita pro navrhovani primer( specifickych pro rameno 7DS je vyznacen Cervené. Vzdalenosti

na genetické mapé jsou uvedeny v centimorganech (cM).

Primery byly pfednostné navrhovany tak, aby kazdy z paru primer( obsahoval
alesponl jeden jednonukleotidovy polymorfismus odliSujici sekvenci ramene 7DS
od sekvenci obou homeolognich ramen (7AS, 7BS). K navrhovani primera byl pouzit
program Primer3 v.0.4.0 (Rozen et Skaletsky 2000). Pfehled primer( je uveden
v tabulce Tab. 9.
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Tab. 9: Pfehled primer( navrzenych specificky pro oblast genu Dn2401

Teoreticky | Odhadovana
Oznaceni primeru | Sekvence primeru stanovena |délka produktu
Ta (°C) PCR (bp)*

260 F TCCGTGATCTTTTGTCATTACGA 57 570
R TGGAGCAGTTGGTAGTCTCG

261 F CGAGACTACCAACTGCTCCA 57 410
R AGGTGAACTGAAATTACGCTAGT

262 F ACAAAGTTGAATAAAAGCACGCC 57 694
R CGATTTCTTCTGATCAGTTTGCT

263 F CTGTGCCGCTGTAGAAAGAA 56 532
R GGCTGATGGTAACTTCTATAG
F TGTTCCACTCGTGCTGGTAC

264 R TGGGTGTCAGGATAGTCACG o8 476

265 F GCATGTCATGGGTCCAGTG 57 377
R CATCATCATCATTATCACCATCATA

266 F CGTGCATGATCCTCGACTATGAT 58 467
R TTGCCTATTTTAACAATGCTCGT

267 F ATCGCATAGTTCGTCATGATTGT 58 743
R TACCCGGCCCAAAATCCAAT

268 F ATTCTGCTGACCACTGATTGAC 57 608
R TGTCCTTTATGTATGACGGCG
F TTGGGTGGTCGTTTTCAGAA

269 R TCGATTGCCACTCTATTGCT 56 372

270 F AGCAATAGAGTGGCAATCGA 56 537
R TTTTAGCTTCAGTCACGGTGA

271 F TTTCTCACTTGCACAACTTGAAT 55 553
R TCCAATAAAAGGATATTTTCGG

272 F CATGGCAGTACGACGAACAC 57 516
R CAATATTTCATTCAAGAAGGTAT

273 F GTCTCAACATGACGTACCATACC 57 666
R CTCTTGTTGCTTCGATTCGC

276 F AAGTTTTGTACAAGTGTAAAC 57 497
R CAAATGATGCTTACCGTTTCCG

277 F TGCAGGATAGAACAACGGAAAC 57 665
R CATGATTTCTTTGCTCGCGT
F CTGTATCCTCCACCTCCTCT

278 R ACACGTGGACAGAATGCGTA o8 699

279 F TCTAAACTGGGGAATGATTGGT 55 701
R TGGAAGACATCTATGCTGGC
F TCTATTACTGTGTGAGCGCCA

280 R TGGTTCCCAATGGCTAACA 57 720

281 F AAAATCCATGCCCAAGACGG 57 618
R CTGTATTAGCAGTTCCCACGT
F AGAATGACGTGGGAACTGCT

282 R TGTCGTCAGGTTCAGAAGTG S7 610

83 F ACCAAACTAGAACTCTCAGACAA 58 543
R TCTGTGCCAAGGTGTGACAA
F GGTGGGAAGTTTAGTATCATGCT

284 R CGGACTCGCTTGGGTATC 56 588

285 F CCTTGTACAATGGAAGGTGCT 57 544
R GACCGTGGATGAATTTCACTGT
F ACACCGTGGATCCGTATTTTG

286 R GTCTGGACGCCTGCAAAAC o8 697
F TCGGTCACTGGTCCTTTGG

287 R CATCCATGCCAGTGAGCGC 60 545

* Délka byla odhadovana na zakladé sekvence BAC klonu TaaCsp112N11
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4.2.5.2 Amplifikace 7DS-specifickych lokust pomoci PCR

V prvnim kroku byla pomoci PCR ovéfena specificita navrzenych primera.
Templatem pro PCR byla amplifikovana DNA chromozémovych ramen 7AS, 7BS
a 7DS. V pfipadech, kdy doslo pfi pouziti teoreticky stanovené Ta (viz. Tab. 9)
udavané vyrobcem primeru k amplifikaci nespecifickych produktd PCR (produkty
z homeolognich ramen 7AS a 7BS, pfipadné vice produktd z ramene 7DS),
bylo nutné teplotu nasedani primera upravit. Optimalizace Ta byla provedena pomoci
gradientové PCR. Ta byla nastavena v rozmezi 58 — 70°C, v odstupu 2°C. Primery,
které po optimalizaci Ta poskytovaly pouze jeden produkt specificky pro rameno 7DS
byly pouzity k amplifikaci DNA rodi¢d mapovaci populace (C12401 a Glupro).

PCR provadéna s pouzitim amplifikované DNA chromozémovych ramen
probihala v objemu 10 ul, v pfipadé amplifikace DNA rodi€l mapovaci populace
byl objem reakce zvySen na 20 pl s ohledem na nasledovné sekvenovani produktd
PCR. Slozeni reak¢ni smési je uvedeno v tabulce Tab. 10. Reakce probihala

v termocykléril za podminek uvedenych v tabulce Tab. 11.

Tab. 10: Slozeni reakéni smési pro PCR

Amplifikace DNA Amplifikace DNA
7AS, 7BS a 7DS Cl2401 a Glupro
Reagencie rKe%rll(étiantrace v Objem v 1 reakci Objem v 1 reakci
10x PCR pufr (v€etné MgClz) | 1x 1l 2 ul
dNTPs (10 mM) 200 uM 0,2 ul 0,4 pl
Primer F (10 pM) 1uM 1l 2 ul
Primer R (10 pM) 1uM 1l 2 ul
Taq polymeraza (2U/ul) 0,02 U/pl 0,1 pl 0,2 ul
Cresol Red (5x) 1x 2 ul 4 ul
DNA (10 ng/ul; 20 ng/ul)* 1 ng/pl; 2 ng/pl 1l 2 ul
Deionizovana voda 3,7 ul 7,4 ul
celkem 10 ul 20 ul

* koncentrace 10 ng/ul odpovida koncentraci amplifikované DNA chromozédmovych ramen 7AS, 7BS a

7DS; DNA rodi¢d mapovaci populace byla nafedéna na koncentraci 20 ng/ul
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Tab. 11: Teplotni priibéh PCR

Teplota Cas Poéet cykla
Denaturace 94°C 5 min 1
Denaturace 94°C 30s
Amplifikace Nasedani primeru | 58 - 70°C 30s 35
Elongace 72°C 1 min
Zavéreéna elongace 72°C 10 min 1

Produkty PCR byly separovany v nedenaturujicim 4% PAA a nasledné
vizualizovany stejnym zpusobem jako je uvedeno v kapitole 4.2.4.3. Separace

probihala po dobu 45 min pfi napéti 350 V.

4.2.5.3 ldentifikace polymorfismO mezi rodi¢i mapovaci populace

Polymorfismy mezi rodi¢i mapovaci populace byly identifikovany
prostfednictvim sekvenovani PCR produktd vzniklych amplifikaci rodiC¢ovské DNA.
Sekvenovany byly pouze 7DS-specifické produkty vzniklé amplifikaci jednoho lokusu.
Produkty PCR byly pfecistény a nasledné sekvenovany stejné, jako je uvedeno
v kapitole 4.2.4.4. Sekvence specifické pro rodice mapovaci populace byly vzajemné
porovnany pomoci programu Geneious v5.4.4 (Drummond et al. 2010) za ucelem
nalezeni polymorfisma. Pozice identifikovanych SNP vuc¢i genim, pfipadné jejich
vyskyt v exonech i introchech, byly ur¢eny na zakladé porovnani s vysledky anotace
BAC klonu TaaCspl112N11, ktera byla provedena pomoci programu TriAnnot v4.3
v ramci anotace sekvenci vdech BAC klont z MTP (minimum tillig path) ramene 7DS

(Tulpova, nepublikovano).

4.2.5.4 Mapovani polymorfismi v mapovaci populaci

Mapovani identifikovanych polymorfismu (marker(i) bylo provedeno na 333
jedincich mapovaci populace CIl2401/Glupro-F2 (vzniklé slou¢enim populaci
Cl2401/Glupro-F2-1 a Cl2401/Glupro-F2-2). Identifikované polymorfismy byly
mapovany prostfednictvim sekvenovani polymorfnich produkti PCR vzniklych
amplifikaci DNA jednotlivych jedincd mapovaci populace. Amplifikace, pFecisténi
PCR produktd a sekvenovani probihalo dle stejného postupu a pfi stejnych

podminkach jako v pfipadé identifikace polymorfismi mezi rodi¢i mapovaci populace.
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4.2.5.5 Stanoveni genotypu a konstrukce genetické mapy

Sekvence produktt PCR jednotlivych jedincO mapovaci populace
Cl2401/Glupro-F2 byly v programu Geneious v5.4.4 (Drummond et al. 2010)
porovnany se sekvencemi rodi€l mapovaci populace a na zakladé varianty
polymorfismu byl stanoven genotyp. Genotypova data pro nové odvozené markery
byla spolu s fenotypovymi daty pouzita ke konstrukci genetické mapy. Mapa byla
konstruovana v programu JoinMap 4.0 (Van Ooijen et Voorrips 2001) za pouZiti
funkce Kosambi (Kosambi, 1943).
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5. Vysledky

5.1 Genetické mapovani markerti Xowm705 a Xowm711

Pdvodni mapovaci populace pouzita ve studii Stafikové et al. (2015) Citajici
184 jedincu (zde oznacovana jako Cl2401/Glupro-F2-1) byla rozSifena o dalSich
149 jedincu (mapovaci populace CIl2401/Glupro-F2-2), ze kterych byla izolovana
DNA. Cela mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2 tedy cita celkem 333 jedincu.

V praci Starikové et al. (2015) byly v tésné blizkosti genu zamapovany markery
Xowm705 a Xowm711l. Tyto markery byly vramci pfedkladané diplomové prace
genotypovany v mapovaci populaci Cl2401/Glupro-F2-2 a nasledné zamapovany
ve sloucené populaci CI2401/Glupro-F2 za ucCelem zpfesnéni vzdalenosti mezi

zminénymi markery a genem Dn2401.

5.1.1 Genotypovani mapovaci populace

V ramci genotypizace byla provedena PCR s primery specifickymi pro markery
Xowm705 a Xowm711l. Marker Xowm71l je charakterizovan délkovym
polymorfismem o velikosti 43 bp. Tento polymorfismus tedy bylo mozné detekovat
a vyhodnotit za pomoci nedenaturujici PAA elektroforézy (Obr. 8), jejiz rozliSeni
je2-3 bp. Vpfipadé markeru Xowm705 se jedna o jednonukleotidovy
polymorfismus (A/T; Obr. 9). Produkty PCR poskytnuté s pouzitim primer(
specifickych pro marker Xowm705 byly sekvenovany a nasledné byla identifikovana
varianta SNP pro jednotlivé jedince mapovaci populace. Genotyp bylo mozné urcit
v pfipadé obou marker pro vSech 149 jedincl mapovaci populace Cl2401/Glupro-
F2-2. Kompletni pfehled genotypu jedincu této mapovaci populace pro markery
Xowm705 a Xowm71l1l je uveden v pfiloze (Pfiloha 1) vramci tabulky shrnujici

genotypova a fenotypova data celé mapovaci populace C12401/Glupro-F2.
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1000 bp —

B
500 bp —

H
Obr. 8: Elektroforetogram  markeru Obr. 9: Chromatogram markeru Xowm?705.
Xowm711. Produkty PCR byly Chromatogram  zobrazuje  variantu  SNP
separovany v 4% PAA gelu. Pismena A a charakteristickou pro rodi¢e mapovaci populace
B oznacuji rodi€e mapovaci populace (A - (A — CI2401, B - Glupro). Pismenem H je
Cl2401, B — Glupro), H — heterozygot, M — oznacen chromatogram heterozygotniho
velikostni marker 100 bp ladder. jedince.

5.1.2 Konstrukce genetické mapy

Pro konstrukci genetické mapy byla pouzita data ziskana genotypovanim
mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2 spolu s daty ziskanymi genotovanim
184 jedinci mapovaci populace Cl2401/Gupro-F2-1 vramci pfedchozi studie
(Stankova et al. 2015). Geneticka mapa byla konstruovana na zakladé genotypovych
a fenotypovych dat 333 jedincl mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2. RozSifeni
mapovaci populace umoznilo identifikaci tfi novych jedinci nesoucich rekombinaci
mezi markery Xowm705 a Xowm711. Timto byla vzdalenost mezi hrani¢nimi markery
byly zpfesnéna z 0,83 cM na 0,90 cM. Zaroven byla upfesnéna pozice genu Dn2401,
ktery se nyni nachazi ve vzdalenosti 0,75 cM od markeru Xowm705 a 0,15 cM
od markeru Xowm711 (Obr. 10).
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a 7DS b 7DS

0,00 Xowm711 0,00 Xowm711

0,15 Dn2401
0,28 Dn2401

0,83 Xowm705
0,90 Xowm705

centromera
centromera

Obr. 10: Geneticka mapa oblasti genu Dn2401. (a) Mapa vytvofena ve studii Starkové et al. (2015).
(b) Mapa vytvofena na zakladé mapovani hraniénich markerd v populaci s vys$Sim rozliSenim.

Vzdalenosti na genetické mapé jsou uvedeny v centimorganech (cM).

5.2 Odvozovani genetickych markeru v oblasti genu Dn2401

Oblast genu Dn2401 je vymezena hrani¢nimi markery Xowm705 a Xowm711.
V ramci této prace byla upfesnéna vzdalenost mezi témito markery na 0,90 cM
(viz. Obr. 10). Vramci této prace byly odvozovany nové genetické markery
za uCelem zuzeni intervalu mezi hrani¢nimi markery a zpfesnéni lokalizace genu

Dn2401 v tomto intervalu.

5.2.1 Navrhovani primer( specifickych pro chromozémové rameno 7DS

K navrhovani primerd byla vyuzita sekvence BAC klonu TaaCspl12N11
pochazejicicho z kontigu ctg783, ktery pfeklenuje oblast genu Dn2401. Porovnanim
sekvence tohoto BAC klonu se sekvencemi ramen 7AS a 7BS byly v BAC klonu
TaaCspl12N11 nalezeny tfi oblasti, pro které byla dostupna sekvencni informace
také z obou homeolognich ramen (7AS, 7BS). Tyto tfi oblasti vhodné pro navrhovani
7DS-specifickych primerl se nachazeji v intervalu 40 830 — 64 496 bp (Obr. 11).
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TaaCsp112N11

Obr. 11: BAC klon TaaCspl112N11 s vymezenou oblasti vrozmezi 40 830 — 64 496 bp (oranzovy

box), ktera byla vyuzita k navrhovani 7DS-specifickych primerd.

Snahou bylo navrhnout primery tak, aby alespon jeden z paru obsahoval
minimalné jeden jednonukleotidovy polymorfismus mezi sekvenci 7DS a sekvencemi
ramen 7AS a 7BS (Obr. 12). Celkem bylo navrzeno 26 para primera (Tab. 12).

TAS GTCTCHEACATGACGTACCCTTTC
JBS GTCTCAACATGACGTACCCTTTC
DS GTCTCAACATGACGTACCHTEEC

Obr. 12: Sekvence primeru 273 v kontextu s odpovidajicimi sekvencemi homeolognich ramen 7AS
a 7BS. Primery byly navrzeny na zakladé polymorfismd mezi homeolognimi subgenomy (zvyraznény

barevné).

Tab. 12: Charakteristika navrzenych primeru

Charakteristika para primert Po_cet pard
primert

Oba primery v paru jsou specifické pro 7DS 17

Pouze jeden z primer{ v paru je specificky pro 7DS 2

Pro jeden z primerQ v paru nebyla dostupna sekvence ramen 7AS nebo 7BS 6

Pro oba primery v paru nebyla dostupna sekvence ramene 7BS 1

5.2.2 Amplifikace 7DS-specifickych produktd PCR

V prvni fazi byla s pouzitim navrzenych primert pomoci PCR amplifikovana DNA
tridénych ramen 7AS, 7BS a 7DS. Tento krok byl nezbytny k potvrzeni specificity
jednotlivych primera. Z celkového poctu 26 parG primer( poskytovalo pfi teoreticky
stanovené teploté nasedani primeru produkt vyhradné z ramene 7DS pouze 7 par(
primerd. U zbylych 19 pard primerli dochazelo také k amplifikaci nespecifickych
produktd PCR pochazejiciho z jednoho nebo obou homeolognich ramen, pfipadné
zramene 7DS. Ztohoto divodu musela byt stanovena optimaini teplota nasedani

primerd (Ta) pomoci gradientové PCR (Obr. 13). 25 z 26 part primer( poskytovalo
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pfi optimalni Ta produkt specificky pouze pro rameno 7DS. Uginnost navrhovani
primert tedy Cinila 96 %. Pouze v pfipadé jednoho z navrzenych parl primerd nebylo
mozno za pomoci zvySené Ta zabranit vzniku nespecifickych produktdt PCR ramene

7DS. Tento par primeru byl ze studie vyfazen.

Obr. 13: Optimalizace Ta pro primer 273
60 62 64 66 68 70 |4 pomoci gradientové PCR. Elektroforetogram
zobrazuje produkty PCR, ktera probihala
pfi riznych Ta s pouzitim amplifikované DNA
ramene 7DS. Produkty PCR byly separovany

ve 4% PAA gelu. M — velikostni marker 100.

65°C 66°C

og o g

=5 ! =%
MABDG@S K ABDGBGS K

1000 bp

500 bp

Obr. 14: Kone¢né stanoveni Ta pro primer 273 a soucCasna amplifikace DNA rodi¢l mapovaci
populace. Elektroforetogram zobrazuje produkty PCR, ktera byla provedena pfi dvou riznych Ta
s pouzitim amplifikované DNA ramen 7AS, 7BS a 7DS a také s DNA rodi¢i mapovaci populace
(Glupro a Cl12401). Produkty PCR vzniklé amplifikaci DNA rodi¢li mapovaci populace pfi optimalni Ta
(66°C) byly sekvenovany. Elektroforeticka separace produktll PCR probihala ve 4% PAA gelu.
Pismena A, B a D oznacuji kratkd ramena chromozomu 7A, 7B a 7D, M — velikostni marker 100 bp

ladder, K— negativni kontrola.
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5.2.3 Identifikace polymorfism{ mezi rodi¢i mapovaci populace

Primery, které poskytovaly pouze jeden 7DS-specificky produkt PCR, byly pouZity
k amplifikaci DNA rodi€d mapovaci populace (Obr. 14). V pfipadé vSech 25 para
primerd, které poskytovaly pouze produkt PCR specificky pro rameno 7DS, doslo
pfi amplifikaci DNA rodi€d mapovaci populace ke vzniku jednoho produktu.
Po separaci produktll PCR v 4% PAA gelu nebyl identifikovan délkovy polymorfismus
mezi rodi¢i mapovaci populace pro zadny z pouzitych paru primera. Proto bylo nutné
vSechny produkty PCR charakteristické pro rodi€e mapovaci populace nasledné
sekvenovat.

Celkové bylo osekvenovano 13 814 bp z analyzované oblasti dlouhé 23 666 bp.
Porovnani sekvenci PCR produktl pochazejicich od obou rodi¢li mapovaci populace
odhalilo pfitomnost dvou jednonukleotodivych polymorfismi (SNP). Frekvence
polymorfismu pro osekvenovanou oblast tedy €ini 1 SNP na 6 907 bp. PCR produkt
obsahujici SNP poskytovaly primery 260 a 266 (Tab. 13). Oba identifikované
jednonukleotidové poylmorfismy se dle porovnani s anotovanou sekvenci BAC klonu

TaaCsp112N11 nachazeji v mimogenové oblasti.

Tab. 13: Charakteristika primerd 260 a 266.

Primer (Marker) Optimalni Ta Délka produktu PCR | Polymorfismus
260 67 °C 570 SNP A/G
266 67 °C 467 SNP G/A

5.2.4 Genetické mapovani nové odvozenych markeru

Za pouziti primeru 260 a 266 bylo provedeno genotypovani 333 jedincd mapovaci
populace Cl2401/Glupro-F2. DNA vS8ech jedinch mapovaci populace byla
amplifikovana pomoci PCR a amplikony byly sekvenovany Sangerovou metodou.

V pfipadé primeru 260 nebylo mozné spolehlivé urcit genotyp jedincl velké Casti
mapovaci populace z divodu pfitomnosti pozadi na chromatogramu. Toto pozadi
bylo zpusobeno pfitomnosti nékolik nespecifickych produktd PCR o stejné délce
pochazejicich zramene 7DS. Vzhledem k stejné velikosti produktdt PCR nebylo
mozno jejich pfitomnost pfedem odhalit za pomoci elektroforetické separace v PAA
gelu. Nasledné porovnani sekvence specificky amplifikované primerem 260

se sekvencemi celého ramene 7DS pomoci programu Blast potvrdilo na rameni 7DS
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pritomnost nékolika velmi podobnych lokusl o stejné délce. Tento SNP marker byl
z tohoto divodu z genetického mapovani vyloucen.

V pfipadé primeru 266 byl ziskan jeden 7DS-specificky produkt PCR pro vSechny
jedince mapovaci populace. Variantu SNP identifikovaného v PCR produktu primeru
266 bylo mozno stanovit pro vSechny jedince mapovaci populace Cl12401/Glupro-F2.
Genotypy jednotlivych jedinci mapovaci populace soucasné s fenotypovymi daty
jsou uvedeny v pfiloze. Detekovany SNP byl zamapovan do oblasti genu Dn2401
jako marker Xowm713 (Obr. 15). Interval vymezeny puvodnimi hrani¢nimi markery
Xowm705 a Xowm711 byl zuzen z 0,90 cM na 0,45 cM mezi markery Xowm713
a Xowm711.

a 7DS b 7DS

0,00 Xowm711 0,00 Xowm711
0,15 Dn2401 0,15 Dn2401

0,45 Xowm713

0,90 Xowm705 0,90 Xowm705

centromera
centromera

Obr. 15: Geneticka mapa oblasti genu Dn2401. (a) Geneticka mapa sestavena na zakladé mapovani
hraniénich markerd Xowm705 a Xowm 711 v populaci Cl2401/Glupro-F2. (b) Geneticka mapa oblasti

genu Dn2401 s novym hrani¢nim markerem Xowm713.
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4. Diskuze

Velikost genomu pSenice, vyrazné zastoupeni repetitivhich sekvenci a zejména
pfitomnost tfi velice podobnych homeolognich subgenomd A, B a D vyrazné
komplikuji poziéni klonovani gend u pSenice. DalSi prekazku predstavuje
nerovnomeérna uroven rekombinace podél chromozému (Saintenac et al. 2009)
a nizka mira genetické diverzity mezi modernimi odradami pSenice (Feuillet et al.
2008). Moznost ftfidit jednotlivé chromozdémy a chromozdmova ramena pSenice
pomoci pritokové cytometrie vedla k rozvoji fady geneticky a genomickych nastroja,
které mohou vyznamné pfispét ke zjednoduseni procesu pozi¢niho klonovani (Wang
et al. 2015). Mezi tyto nastroje patfi zejména knihovny DNA dlouhych inzertu, fyzické
mapy Ci sekvence jednotlivych ramen a chromozému ziskané celochromozémovym
neusporadanym ’‘shotgun” sekvenovanim. Zasadnim prilomem bylo také sestaveni
referenéni sekvence chromozému 3B. Historicky prvni geny izolované metodou
pozi¢niho klonovani u pSenice byly geny Lrl0 a Lr21 zodpovédné za rezistenci
ke rzi pSenicné (Feuillet et al. 2003; Huang et al. 2003). Do dneSni doby byly
zgenomu pSenice seté, pripadné jejich predkl, metodou pozi¢niho klonovani
izolovano celkem 16 genu. Dostupnost vySe zminénych nastroju, a zejména
pak znalost referencni sekvence, vytvareji pfedpoklad k urychleni procesu pozi¢niho
klonovani, a tim také nartstu poctu izolovanych gend. Dukaz pro zminéné tvrzeni
poskytuje fakt, Ze uverejnéni referencni sekvence genomu ryze vedlo k vyraznému
zvyseni poctu genu izolovanych z tohoto genomu (Feuillet et al. 2011).

Pfedkladana diplomova prace je zaméfena na genetické mapovani v oblasti genu
Dn2401, ktery podminuje rezistenci k msici zhoubné. Tato prace navazuje na studii
Starikové et al. (2015), v ramci které bylo vyvinuto 11 novych marker( v tésné vazbé
na tento gen. Prvni Cast experimentalni prace si kladla za cil rozSifit dostupnou
mapovaci populaci F2 za uCelem zvétSeni rozliSeni genetické mapy a zamapovat
pomoci hové mapovaci populace markery Xowm705 a Xowm711, které jsou v tésné
vazbé na gen Dn2401. Hlavnim cilem experimentalni ¢asti prace pak bylo vyvinout
nové markery mapujici do oblasti mezi sou€asnymi hrani¢nimi markery a zuZit

tak oblast predpokladaného vyskytu genu Dn2401.
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4.1 Mapovani hraniénich markera v populaci s vyssim rozliSenim

Mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-1 pouzita pro konstrukci vysoko-hustotni
genetické mapy v praci Stankové et al. (2015) je tvofena 184 jedinci. Tato mapovaci
populace byla rozSifena o dalSich 149 jedincl generace F2. Cely soubor Citajici
celkem 333 jedinct byl souhrnné oznacen CI2401/Glupro-F2. Mapovani markeru
Xowm705 a Xowm711 v mapovaci populaci CI2401/Glupro-F2-2 odhalilo pfitomnost
tfi novych jedincl nesoucich rekombinaci mezi markery Xowm705 a Xowm711.
To umoznilo zpfesnit vzdalenost mezi markery z plUvodnich 0,83 cM na 0,90 cM
(0,75 cM mezi markerem Xowm705 a genem Dn2401 a 0,15 cM mezi Dn2401
a Xowm711). Ackoliv je pro ucely konstrukce vysoko-hustoni genetické mapy
doporuceno provadét mapovani v mapovaci populaci Citajici tisice jedinct (Krattinger
et al. 2009, Schneider et al. 2005), v tomto pfipadé byla populace o 333 jedincich
dostacujici. Tento fakt je dan pomérné vysokou mirou rekombinace v oblasti genu
Dn2401. Na useku 310 kb bylo v mapovaci populaci o 333 jedincich zaznamenano
mezi markery Xowm705 a Xowm71ll celkem 6 rekombinaci, coz odpovida
vzdalenosti 0,90 cM. Frekvence rekombinace tedy €ini 2,9 cM/1 Mb (1cM je roven
fyzické délce 345 kb). Tato hodnota je 18x vySSi ve srovnani se prumérnou frekvenci
rekombinace charakteristickou pro chromozom 3B, ktera odpovida hodnoté
0,16 cM/1 Mb. Zminéna hodnota byla stanovena na zakladé podrobného studia
frekvence rekombinace podél celého chromozému 3B (Choulet et al. 2014).
Je znamo, ze frekvence rekombinace kolisa podél chromozému. Proto je zapotiebi
porovnavat frekvenci s ohledem na lokalizaci studované oblasti. Saintenac et al.
(2009) ve své studii stanovili frekvenci rekombinaci pro jednotlivé biny chromozému
3B. Srovnani stouto studii ukazuje, Ze frekvence rekombinace v oblasti genu
Dn2401 je mnohonasobné vysSi, nez pramérna frekvence zjisténa pro odpovidajici
biny chromozému 3B (2,9 cM/1Mb v oblasti genu Dn2401 versus 0,02 cM/1Mb
v binech chromozému 3B). Je tfeba zminit, Ze frekvence rekombinace muze mezi
jednotlivymi chromozémy pSenice kolisat a porovnani ramene 7DS s chromozémem
3B tak nemusi poskytnout zcela pfesné udaje. | pfesto je vSak ziejmé, Ze
je frekvence rekombinace v oblasti genu Dn2401 vysoka. Dle Luo et al. (2013)

mohou byt oblasti s vysokou frekvenci rekombinace spojeny s vyskytem genu
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rezistence. Vysoka frekvence rekombinace (1,8 — 2,8 cM/1 Mb) byla pozorovana také

v okoli genu Gb3, ktery podminuje rezistenci k msici obilné (Azhaguvel et al. 2012).

4.2 Vyvoj novych markeru pro oblast genu Dn2401

Hlavni naplni experimentalni ¢asti prace byl vyvoj novych markerd za ucelem
zahu$téni genetické mapy v oblasti genu Dn2401. Postup vyvoje markeru pouzity
v této diplomové praci vychazi z metodiky vyvinuté v pfedchazejici studii Starfikové et
al. (2015). Metodika vSak byla pro ucely této diplomové prace Caste¢né upravena.
Cilem obou praci bylo vyvinout markery specifické pro pfesné vymezenou oblast
na chromozému 7DS.

Uginnost navrhovani primert specifickych pro rameno 7DS é&inila v pfipadé této
diplomové prace 96%. Celkem 25 z 26 parl primer( bylo specifickych pro rameno
7DS. Vysoka ucinnost navrhovani specifickych primert byla ofekavana, vzhledem
k faktu, Ze metodika vyvinuta v praci Stankové et al. (2015) vedla k dosazeni
ucinnosti 86%. Dosazené hodnoty jsou daleko vySSi ve srovnani s pfedchazejicimi
studiemi, které se taktéz zabyvaly vyvojem subgenomové specifickych markerd.
Kupfikladu Schnurbush et al. (2007) v praci zabyvajici se vyvojem markeru
specifickych pro rameno 7BL v ramci mapovani genu Bol dosahli ucinnosti 39 %.
Podobné hodnoty (30 %) dosahli také Terraciano et al. (2013) pfi vyvoji markeru
specifickych pro stejné chromozémové rameno za ucelem mapovani genu Lrl4.
V obou zminénych studiich byly primery pro nové vyvijené markery navrhovany
s pouzitim EST sekvenci. Jelikoz jsou tyto sekvence mezi homeolognimi subgenomy
konzervované, dochazelo ve zminénych studiich ¢asto k amplifikaci PCR produktu
pochazejicich ze vSech tfi homeolognich subgenomu. Z tohoto dlvodu myslely
byt provedeny dalSi kroky zahrnujici sekvenovani produktl PCR, pochazejicich
z jednotlivych  homeolognich ramen, za uCelem nalezeni polymorfisma.
Tyto polymorfismy pak umoznily navrhnout nové, subgenomové specifické primery.
Ani toto vS8ak nevedlo ke zvySeni ucinnosti, pravdépodobné z divodu nedostatec¢né
miry polymorfismi mezi homeolognimi sekvencemi. K vysoké mife specificity
primerl pozorované v této diplomové praci znacné pfispéla predevS§im moznost
pouziti celochromozémovych sekvenci homeolognich ramen 7AS, 7BS a 7DS.

Primery bylo mozno navrhovat pfimo do oblasti, které obsahuji polymorfismy mezi
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homeolognimi subgenomy. Zaroven, v porovnani s dfive pouzivanymi EST
sekvencemi, bylo mozné primery navrhovat také v oblastech intrond
a v mimogenovych oblastech, které vykazuji v porovnani s exony daleko vySSi miru
polymorfismu (Quraishi et al. 2009).

Ackoliv byly efektivita navrhovani primerl vysoka, sekvenovani DNA rodicu
mapovaci populace (Cl2401 a Glupro) odhalilo v sekvenci o délce 13 814 bp pouze
2 jednonukleotidové polymorfismy (SNP) poténcialné pouzitelné jako markery.
Frekvence polymofrisma tedy Cinila 1 SNP na 6 907 bp. Tato hodnota je zhruba
desetkrat nizSi nez hodnota ziskana ve studii, kterou provedli Schnurbusch et al.
(2007) (1 SNP/ 613 bp). Je vSak srovnatelna s frekvenci polymorfismi pozorovanou
mezi stejnymi rodi¢ovskymi liniemi Cl2401 a Glupro v praci Stankové et al. (2015).
Zde byla pozorovana frekvence polymorfismd 1 SNP/6 089 bp. Nizka udroven
polymorfismu v oblasti genu Dn2401 pravdépodobné souvisi s vyskytem tohoto genu
v subgenomu D. Subgenom D se obecné vyznaCuje nizSi mirou polymorfismu
ve srovnani s dalSimi dvéma subgenomy (Chao et al. 2009). Tento fakt potvrzuje
i prace Berkmana et al. (2013), ve které byl analyzovan vyskyt jednonukleotidovych
polymorfisma charakteristickych pro jednotlivé chromozémy skupiny 7 mezi nékolika
odridami pSenice seté.

Oba jednonukleotidové polymorfismy identifikované mezi sekvencemi rodicl
mapovaci populace byly nalezeny v mimogenové oblasti. Toto zjisténi odpovida
faktu, ze pravé tyto oblasti se vyznacuji nejvy$Si mirou polymorfismu. S timto
tvrzenim koreluji i vysledky analyzy vyskytu polymorfismd identifikovanych
Stankovou et al. (2015) mezi sekvencemi rodi€i mapovaci populace. Z celkového
poCtu 11 SNP se 6 nachazelo v mimogenovych oblastech, 4 pochazely z oblasti
intronu a pouze jeden SNP byl nalezen v exonu.

PfestoZe byly nalezeny 2 SNP potencialné pouzitelné jako markery, pouze jeden
znich (marker Xowm713) bylo mozno zamapovat v mapovaci populaci
Cl2401/Glupro-F2. V pfipadé druhého SNP bylo zjisténo, ze PCR amplifikaci dochazi
u nékterych jedincd mapovaci populace ke vzniku nékolika produktd o stejné délce,
které vSak vSechny pochazeji z ramene 7DS. Tyto nespecifické produkty tedy nebylo
mozno odhalit provedenim PCR s amplifikovanou DNA ramen homeolognich
chromozému ani elektorforetickou separaci produktd PCR v polyakrylamidovém gelu.
Vyskyt vétSiho poctu kopii PCR produktu na rameni 7DS a soufasné pozice této

sekvence v mimogenové oblasti, ukazuje na fakt, ze se pravdépodobné jedna
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o sekvenci repetitivniho charakteru. Anotace sekvenci pfed vlastnim navrhovanim
primert by potencialné umoznila identifikovat repetitivni sekvence a cilené se tak
vyhnout jejich amplifikaci. S ohledem na fakt, Ze byl tento problém zaznamenan
pouze u jednoho paru primerd a v praci Stankoveé et al. (2015) nebyl zaznamenan
vubec, neni zafazeni tohoto kroku do zavedené metodiky nutné.

Metodika vyvoje markerl specifickych pro oblast genu Dn2401 pfevzata z prace
Stankové et al. (2015) umoznila odvozeni nového SNP markeru Xowm713.
Zamapovanim tohoto markeru v mapovaci populaci C12401/Glupro-F2 bylo dosazeno
zkraceni intervalu mezi hrani¢nimi markery z puvodnich 0,90 cM mezi Xowm705
a Xowm711 na 0,45 cM mezi markery Xowm713 a Xowm71ll. Zaroven doslo
k upfesnéni pozice genu na genetické mapé, a tim k zuZeni oblast potencialniho
vyskytu kandidatnich genl. Pouzity zplasob vyvoje markerl je na jednu stranu
Casové naroCny a vyzaduje vysokou preciznost jak pfi navrhovani primeru, tak pfi
optimalizaci podminek PCR, na druhou stranu vSak umoZnuje navrhovat
subgenomoveé specifické primery s vysokou ucinnosti. Vysoka ucinnost zaroven

kompenzuje nizkou miru polymorfismu mezi rodici pouzité mapovaci populace.
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5. Zaver

Tato diplomova prace byla zaméfena na genetické mapovani v oblasti genu
Dn2401. Tento gen podminujici rezistenci k msSici zhoubné se nachazi na kratkém
rameni chromozomu 7D (7DS). Konstrukce vysoko-hustotni genetické mapy v tésné
klonovani.

S cilem zvysit rozliSeni genetické mapy v oblasti genu Dn2401 doSlo v ramci této
prace krozSifeni plvodni mapovaci populace CI2401/Glupro-F2-1 o dalSich
149 jedinct mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2. Analyza genotypu jedincu
nové mapovaci populace Cl2401/Glupro-F2-2 umoznila identifikovat tfi jedince
nesoucich rekombinaci mezi hrani¢nimi markery Xowm705 a Xowm711. RozSifeni
mapovaci populace tak vedlo ke zpfesnéni vzdalenosti mezi hrani¢nimi markery
20,90 cM na 0,45 cM a zaroven k upfesnéni pozice genu Dn2401 na genetické
mape.

Hlavni naplni experimentalni &asti prace byl vyvoj markerl specifickych
pro oblast genu Dn2401 s cilem zuzit interval mezi stavajicimi hrani€nimi markery
Xowm705 a Xowm711. V ramci procesu vyvoje markerl bylo navrzeno 26 paru
primery, z nichz 25 (96%) bylo specifickych pro chromozémové rameno 7DS. Tyto
primery byly pouzity k amplifikaci DNA rodi€d mapovaci populace (Cl2401, Glupro).
Sekvenovani PCR produktt odhalilo mezi rodi€i mapovaci populace pfitomnost dvou
jednonukleotidovych polymorfisma, z nich jeden bylo mozno zamapovat v tésné
blizkosti genu Dn2401 jako marker Xowm713. Vyvoj nového markeru umoznil z(zit
interval mezi hrani¢nimi markery na 0,45 cM a zmenSit tak oblast potencialniho

vyskytu kandidatnich genda.
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Seznam pouzitych zkratek

7DS
BAC
bp
cDNA
cM
DArT
DNA
dNTP
EST
F primer
F2
Fa:3
Gb
ISBP

IWGSC
Kb
MAS
Mb
MTP

n

NGS
PAA
PCR
QTL

R primer
RNA
SNP

Ta
VIGS

X

kratké rameno chromozému 7D

umély bakterialni chromozom (bacterial artificial chromosome)

par bazi (base pair)

komplementarni DNA (complementary DNA)

centimorgan

diversity array technology

deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)

deoxynukleotidy

koncova sekvence z cDNA (expresses sequence tag)

forward primer

druha filidini populace

F3 populace odvozena z populace F2 (F2 derived F3)

miliardy parl bazi (giga pairs base)

polymorfismus zaloZzeny na misté

polymorphism)

inzerce (insertion site-base

Internatiol Wheat Genome Sequencing Consortium

tisice paru bazi (kilo base pairs)

marker assisted selection

miliony paru bazi (mega base pairs)

minimalni draha k pokryti (minimum tiling path)

haploidni pocet chromozému

sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

polyakrylamid

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

lokus pro kvantitavni znaky (quantitative trait loci)

reverse primer

ribonukleotidova kyselina (ribonucleic acid)

jednonukleotivy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

teplota nasedani primeru

virem indukované uml€eni genu (virus induced genome silencing)

zakladni chromozoveé gislo
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Priloha 1
Tab. 1: Genotypy a fenotypy rodi¢i a jednotlivych jedincti mapovaci populace
Cl2401/Glupro-F2 (A — rezistentni homozygot, B — citlivy homozygot, H - heterozygot;

rekombinantni jedinci jsou zvyraznéni modre)

Genotypy a fenotyp rodi¢u a jedincii mapovaci populace
pro jednotlivé genetické markery a gen Dn2401
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>

>

>

>




Oznaceni rostliny

Xowm711

Dn2401

Xowm713

Xowm705

Cl2401/Glupro-F2-1

Cl/G-F2-1-72

I

I

I

I

Cl/G-F2-1-73

Cl/G-F2-1-74

Cl/G-F2-1-75

Cl/G-F2-1-76

Cl/G-F2-1-77

Cl/G-F2-1-78

Cl/G-F2-1-79

Cl/G-F2-1-80

Cl/G-F2-1-81

Cl/G-F2-1-82

Cl/G-F2-1-83

Cl/G-F2-1-84

Cl/G-F2-1-85

Cl/G-F2-1-86

Cl/G-F2-1-87

Cl/G-F2-1-88

Cl/G-F2-1-89

Cl/G-F2-1-90

Cl/G-F2-1-91

Cl/G-F2-1-92

Cl/G-F2-1-93

> T T |T(>»|T|>»|T|T|>»|IT|IT|T

> T/ T |T(>»|T|>»|T|T|>»| T |IT|T

> T T |T(>»|T|>»|T|T|>»|IT|IT|XT

> T/ T |T(>»|T|>»|T|T|>»|IT|IT|T

Cl/G-F2-1-94

Cl/G-F2-1-95

Cl/G-F2-1-96

Cl/G-F2-1-97

Cl/G-F2-1-98

Cl/G-F2-1-99

Cl/G-F2-1-100

Cl/G-F2-1-101

Cl/G-F2-1-102

I |IT|>» |

I

Cl/G-F2-1-103

Cl/G-F2-1-104

Cl/G-F2-1-105

Cl/G-F2-1-106

Cl/G-F2-1-107

Cl/G-F2-1-108

Cl/G-F2-1-109

Cl/G-F2-1-110

Cl/IG-F2-1-111
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Cl2401/Glupro-F2-1

Oznaceni rostliny | Xowm711 Dn2401 Xowm713 Xowm705
Cl/G-F2-1-112 H H H H
Cl/G-F2-1-114 H H H H
Cl/G-F2-1-115 H H H H
Cl/G-F2-1-116 H H H H
Cl/G-F2-1-117 H H H H
Cl/G-F2-1-118 H H H H
Cl/G-F2-1-119 H H H H
Cl/G-F2-1-120 A A A A
Cl/G-F2-1-121 H H H H
Cl/G-F2-1-122 H H H H
Cl/G-F2-1-123 H H H H
Cl/G-F2-1-124 H H H H
Cl/G-F2-1-125 A A A A
Cl/G-F2-1-126
Cl/G-F2-1-127 A A A A
Cl/G-F2-1-128
Cl/G-F2-1-129
Cl/G-F2-1-130 A A A A
Cl/G-F2-1-131 A A A A
Cl/G-F2-1-132 H H H H
Cl/G-F2-1-133 H H H H
Cl/G-F2-1-134 H H H H
Cl/G-F2-1-135 H H H H
Cl/G-F2-1-136 H H H H
Cl/G-F2-1-137
Cl/G-F2-1-138
Cl/G-F2-1-139
Cl/G-F2-1-140
Cl/G-F2-1-141
Cl/G-F2-1-142
Cl/G-F2-1-143
Cl/G-F2-1-144
Cl/G-F2-1-145
Cl/G-F2-1-146
Cl/G-F2-1-147
Cl/G-F2-1-148
Cl/G-F2-1-149
Cl/G-F2-1-150
Cl/G-F2-1-151

76



Oznaceni rostliny

Xowm711

Cl2401/Glupro-F2-1

Cl/G-F2-1-152

Cl/G-F2-1-153

Cl/G-F2-1-154

Cl/G-F2-1-155

Cl/G-F2-1-156

Cl/G-F2-1-157

Cl/G-F2-1-158

Cl/G-F2-1-159

Dn2401

Xowm713

Xowm705

Cl/G-F2-1-160

Cl/G-F2-1-161

Cl/G-F2-1-162

Cl/G-F2-1-163

Cl/G-F2-1-164

Cl/G-F2-1-165

Cl/G-F2-1-166

>

>

>

>

Cl/G-F2-1-167

>

Cl/G-F2-1-168

Cl/G-F2-1-169

>

>

>

Cl/IG-F2-1-170

Cl/G-F2-1-171

ClIG-F2-1-172

Cl/IG-F2-1-173

ClIG-F2-1-174

Cl/IG-F2-1-175

Cl/IG-F2-1-176

ClIG-F2-1-177

Cl/IG-F2-1-178

I|T|>»|>» | T |IT|>»|>»|IT| T

Cl/IG-F2-1-179

Cl/G-F2-1-180

Cl/G-F2-1-181

Cl/IG-F2-1-182

Cl/G-F2-1-183

Cl/G-F2-1-184

Cl2401/Glupro-F2-2

Cl/IG-F2-2-1

I

I|T|>»|>» | T |T|>»|>»|IT| T

I

I|IT|>»|>» | T |IT|>»|>»|IT| T

Cl/IG-F2-2-2

T

Cl/G-F2-2-3

ClIG-F2-2-4

I

T

I | T H I|T|>»|>» | T |T|>»|>»|IT| T

ClIG-F2-2-5

Cl/G-F2-2-6

ClIG-F2-2-7

>|IT | I |

>|IT |IT | T

>|IT | I |

>|IT | I | T




Oznaceni rostliny | Xowm711 Dn2401 Xowm713 Xowm705

Cl/G-F2-2-8

Cl/G-F2-2-9

Cl/G-F2-2-10

Cl/G-F2-2-11

Cl/G-F2-2-12

Cl/G-F2-2-13

Cl/G-F2-2-14

Cl/G-F2-2-15

Cl/G-F2-2-16

Cl/G-F2-2-17

Cl/G-F2-2-18

Cl/G-F2-2-19

Cl/G-F2-2-20

Cl/G-F2-2-21

Cl/G-F2-2-22

Cl/G-F2-2-23

ClIG-F2-2-24

Cl/G-F2-2-25

Cl/G-F2-2-26

ClIG-F2-2-27

Cl/G-F2-2-28

Cl/G-F2-2-29

Cl2401/Glupro-F2-2

Cl/G-F2-2-30

Cl/G-F2-2-31

Cl/G-F2-2-32

Cl/G-F2-2-33

Cl/IG-F2-2-34

Cl/G-F2-2-35

Cl/G-F2-2-36

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

Cl/G-F2-2-37

Cl/G-F2-2-38

Cl/G-F2-2-39

Cl/G-F2-2-40

ClIG-F2-2-41

ClIG-F2-2-42

Cl/G-F2-2-43

T | T |IT|T|T
I |T|T|T|T
I | T |IT|T|XT
I |T|T|T|T

ClIG-F2-2-44

Cl/G-F2-2-45

Cl/G-F2-2-46

ClIG-F2-2-47
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Oznaceni rostliny | Xowm711 Dn2401 Xowm713 Xowm705
ClIG-F2-2-48 H H H H
ClIG-F2-2-50 H H H H
ClIG-F2-2-51 H H H H
ClIG-F2-2-52 H H H H
ClIG-F2-2-53 A A A A
ClIG-F2-2-54 A A A A
cic-r2-2-55 | R S
ClIG-F2-2-56 H H H H
ClIG-F2-2-57 A A A
Cl/G-F2-2-58 H H H H
Cl/G-F2-2-60 H H H H
ClIG-F2-2-61 H H H H
ClIG-F2-2-62 H H H H
Cl/G-F2-2-63 H H H H
ClIG-F2-2-64 H H H H
o ClIG-F2-2-65 H H H H
" Cl/G-F2-2-66 A A A A
S ClIG-F2-2-67 A A A A
g ClIG-F2-2-69 H H H H
O ClIG-F2-2-70 A A A A
ClIG-F2-2-71 H H H H
ClIG-F2-2-72 A A A A
ClIG-F2-2-73 H H H H
ClIG-F2-2-74 H H H H
ClIG-F2-2-75 H H H H
ClIG-F2-2-76 A A A A
ClIG-F2-2-77 A A A A
ClIG-F2-2-78 H H H H
Cl/G-F2-2-79 H H H A
Cl/G-F2-2-80
ClIG-F2-2-81 A A A A
ClIG-F2-2-82 H H H H
Cl/G-F2-2-83 H H H H
Cl/G-F2-2-85 H H H H
Cl/G-F2-2-86 A A A A
ClIG-F2-2-87 H H H H




Oznaceni rostliny | Xowm711 Dn2401 Xowm713 Xowm705
Cl/G-F2-2-88 A A A A
Cl/G-F2-2-89 H H H H
Cl/G-F2-2-90 A A A A
Cl/G-F2-2-91
Cl/G-F2-2-92 H H H H
Cl/G-F2-2-93 H H H
Cl/G-F2-2-94 H H H H
Cl/G-F2-2-96 H H H H
Cl/G-F2-2-97 A A A A
Cl/G-F2-2-98 A A A A
ClIG-F2-2-99 A A A A
Cl/G-F2-2-100 A A A A
Cl/G-F2-2-101
ClIG-F2-2-102 |
Cl/G-F2-2-103 H H H H
Cl/G-F2-2-104 A A A A
Lc'I; Cl/G-F2-2-106 H H H H
S Cl/G-F2-2-107 A A A A
g Cl/G-F2-2-109 H H H H
O] Cl/G-F2-2-110 A A A A
Cl/G-F2-2-111 H H H H
Cl/G-F2-2-112 A A A A
Cl/G-F2-2-113 A A A A
Cl/G-F2-2-114 A A A A
Cl/G-F2-2-115 H H H H
Cl/G-F2-2-116 H H H H
Cl/IG-F2-2-117 H H H H
Cl/G-F2-2-118 H H H H
Cl/G-F2-2-119 H H H H
Cl/G-F2-2-121 A A A A
Cl/G-F2-2-122 A A A A
Cl/G-F2-2-123 H H H H
Cl/G-F2-2-124 H H H H
Cl/G-F2-2-125 H H H H
Cl/G-F2-2-126 H H H H
ClIG-F2-2-127 H H H H




Oznaceni rostliny | Xowm711 Dn2401 Xowm713 Xowm705
Cl/G-F2-2-128 H H H H
ClIG-F2-2-129
Cl/G-F2-2-130 H H H H
Cl/G-F2-2-131
Cl/G-F2-2-132 A A A A
Cl/G-F2-2-133 H H H H
Cl/G-F2-2-134 A A A A
Cl/G-F2-2-135 H H H H

Q! ClIG-F2-2-136
Lg Cl/G-F2-2-137 H H H H
= Cl/G-F2-2-138 A A A A
g ClIG-F2-2-139
g Cl/G-F2-2-140 H H H H
O ClIG-F2-2-141 H H H H
ClIG-F2-2-142 A A A A
Cl/G-F2-2-143
ClIG-F2-2-144 H H H A
ClIG-F2-2-145 A A A A
ClIG-F2-2-146
Cl/G-F2-2-147 H H H H
ClIG-F2-2-148 H H H H
Cl/G-F2-2-149 H H H H




