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ABSTRACT

Study of molecular polymorphism between Derkado BB8-12/21/5 was aim of our study
since their segregating progeny (double - haplaigs, DHs) will be used for genetic
mapping of loci responsible for seed vigour in e@rlTill yet was not identified a locus for
this trait in cereals. This population enabled magmf some traits, including root system
size, yield and resistance to diseases. Eighte&(SBnple Sequence Repeats) markers were
polymorph in comparison of the parents on chromasodH, 5H and 7H. Polymorphism in
segregating fouCAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markvas identified
by restriction enzymes on 7H chromosome. SSR an®X /arkers were selected using
published QTL maps of the population. Markers watected by agarose gel electrophoresis.
We will continue on polyacrylamid-gel which couldentity new polymorphism. It is

a presumption for genetic mapping, if sufficientighility in the seed vigour of the DHs will
be found.
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UvoD

Vitalita klicivych semen je definovana jako potencial semeneryoblé a uniformni
vzejiti a pro vyvoj normalniho semetké za Sirokého spektra polnich podminek. Hodnotime
ji jako klicivost za fyziologického sucha -2 bary (bod trval&adnuti) a chladu (10 °C). Bylo
prokazano (Chloupek et al. 2003), Ze viiviaty byl &tSi v nepiznivych letech, kdy vitalita
obilek cinila jen 61 az 86 % neZ v letecttiznivych, kdy gesahla 94 %. Vitalita nebyla
jednoznéné korelovana s kéivosti, ale souvisela s rychlosti vzchazeni na frok 0,50 az
0,54).

U Arabidopsis thaliana byly identifikovany lokusy kvantitativnich gén(QTL -
guantitative trait loci) pro ktivost (Malmberg et al. 2005) i vitalitu (Clerkx at 2004) a byl
popsan spolmy lokus pro kiéivost a p@éateni nist (Argyris et al. 2005). U obilovin QTL
pro vitalitu zatim identifikovany nebyly. Da séeakavat, Ze vyskyt polymorfizmu spojeny
s odliSnymi alelami odpovidajicich genby mohl byt ve vztahu s genyipadre QTL
odpowdnymi za odolnosti&i abiotickym stredm, jmenovit vici chladu a suchu (Chloupek
et al. 2003). Doposud znamé QTL odpdne za rezistenciidi chladu a suchu se ucjmene
nachazeji fevazre na chromozomech 1H, 5H, 6H, 7H (Cattivelli etz4102).

Obecr se i identifikaci kvalitativnich gefi i polygeri, determinujicich Slechtitelsky
vyznamné znaky s vyhodou vyuZiva genetické mapoypdositednictvim DNA market.
Lokalizace gefh do genetické mapy umddje uckit, zda byly detekovany nové geny/lokusy,
identifikovat markery vizre silné vazk se studovanymi geny aditr s jakymi dalSimi geny
jsou tyto geneticky vazany. Vyuziti DNA markeje zaloZzeno na polymorfizmu, tedy
variabilitt v sekvencich DNA. Na DNA markery Ize pohliZzet jak@ mendelistické znaky,
aproto je vyhodou pouziti kodominantnich DNA mabtkeumoziujicich odliSeni
heterozygal od dominantnich homozygot DNA markery musi mitasty a rovnorrny
vyskyt v genomu, aby mohly byt nalezeny markeryovnejésnsjSi vazlg se sledovanym
genem. Podle cile a rozsahu studované problempikpteba zvolit vzdy ten nejvhodjsi
typ DNA markefi. Markery zaloZzené na PCR (Polymerase Chain Regcjsmu RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), CAPS (Cleaved malified Polymorphic
Sequences), AFLP (Amplified Fragment Length Polyshasm), SSR (Simple Sequence
Repeats), STS (Sequence Tagged Site), SNAP (Swgieotide Amplified Polymorphism)
a dalSi (Joshi et al 1999). U rostlin se vyuzZiya§b nastroje pouzitelné k tvarlygenetickych
map, lokalizaci jednotlivych géna k selekci fi Slech&ni novych odiid hospodéskych
a okrasnych plodin.

Z markefi zalozenych na PCR nabyli naleZitosti gedevSim markery SSR. Bylo
identifikovano a zmapovano 45 marke8SR na sedmi chromozomeckingene s vyuzitim
dihaploidnich linii (Liu et all., 1996). Markery &Sjemene rozgil Ramsay et al (2000).
Pres sto novych mikrosatelitnich markdvylo zmapovanych v roce 2003 (Li et al. 2003).
Byla zkonstruovana mapa markelSSR z Sesti genetickych mapcreene obsahujici
774 lokusi (Varshney et al. 2007).



Pro oblasti genomu s nedostatkem polymorfnich dp@th sekvenci se vyuZivaji
markery CAPS, které vychazeji z jednonukleotidovycholymorfizmu detekovatelnych
Sttpenim DNA restriknimi enzymy.

SSR

SSR ¢ STR (Short Tandem Repeats) neboli mikrosatekiyuj kratké dva az Sest
nukleotich dlouhé motivy, které se tandemdowpakuji v pétu az 60 repetic (Powell et
al.1996). Polymorfizmus mikrosatelitni DNA je tagt®oben rozdilnym ptem opakovani
zékladniho motivu. NégtngjSimu motivem genomu §enene je (GA) a (GT,) (Liu aj.,
1996). Je ejm¢ zpasoben nespravnou funkci DNA polymerazy geplikaci repetitivnich
oblasti. \&tSi rozdily jsou zfisobeny nap nerovnomdrnym crossing-overem. RozloZeni
nékterych mikrosatelit v genomech je konzervativni, coz ¢dvi o jejich funkni
vyznamnosti. Primery pro detekci SSR jsou navrzekyaby byly komplementérni k Usek
hraniicim s danym mikrosatelitem, takzg PCR se amplifikuje kratky isek DNA zahrnujici
polymorfni sekvenci. Polymorfizmus je pak odhalen zéklad rozdilné pozice fragmeint
ur¢ité velikosti v gelu. Kodominantni charakter matk&SR umoituje rozliSit homozygoty
od heterozygdt K dalSim vyhodam mark&rSSR pafi nizka vychozi koncentrace DNA a
vysoka spolehlivost a reprodukovatelnost vystedBedinou nevyhodou této techniky je
poZadavek na gateini znalost sekvence nezbytné k navrzeni specifttipyonen pro PCR.
Markery SSR se Ugpre vyuzivaji i identifikaci gerii rezistence u zedélskych plodinéi u
modelovych organisinpro hlubSi pochopeni genetiky rostlin i pro ro2égtopul&ni studie
a mapovani genoim

CAPS

Technika markeér CAPS spojuje vyhody analyz PCR a RFLP (Restrickomgment
Length Polymorphism). Zac¢asti specifickych primérse amplifikuje konkrétni Usek DNA,
ktery je néasledd SEpen restriknimi endonukledzami pro odhaleni polymorfizmu
v sekvencich DNA. Prvni CAPS markery byly vyiteny s vyuZitim sekvemich dat get na
jednom z deseti ramen chromozbmArabidopsis thaliana (Konieczny a Ausubel, 1993)

Cilem préce bylo vyhodnoceni polymorfizmu dvou &odiskych linii Derkado a B83-
12/21/5 pouzitych pro dihaploidni linie. Polymorfins byl sledovan u vybranych marker
SSR na chromozomu 1H, 5H a 7H. Pépéni amplifikovanych produktu restékimi
enzymy bzl polymorfizmus mezi ragivskymi liniemi sledovan u markierCAPS na
chromozomu 7H.

MATERIAL A METODIKA
Rostlinny material

Pro detekci polymorfizmu DNA markieibyla izolovana DNA z linii jarnihge¢mene
Derkado a B83-12/21/5, které byly vyuZity jako ramliské komponenty pro vytveni
156 dihaploidnich linii (DH linii).



Izolace DNA

Semena byla vyseta do vihkého substratu perlittaggelnou zalivkou. DNA byla
izolovana z rostlin ve fazi 2. nebo 3. pravéhoulisRostlinny material byl nejprve
homogenizovan &nim mikrohomogenizatorem v tekutém dusiku. Protriagolaci DNA
jeémene byl pouzit komeéni kit Qiagen podle dopoéeného protokolu.

DNA markery

Pro detekci polymorfizmu mezi sledovanymi ramliskymi liniemi byly pouZity
markery SSR a CAPS, poskytnuté prac@nwsMasarykovy univerzity (MU), frodowdecké
fakulty, Ustav experimentalni biologie, Qdeni genetiky a molekularni biologie a dale
markery vybrané na zaklagiedeSlych publikaci s mapovanim DH linii sledovangatiict
(Chloupek et al. 2006pbr. 1). Polymorfizmus markér SSR byl detekovan po PCR
s vyuzitim gislusnych primer na horizontalni agardézové elektroforéze, na zé&ktaddilné
polohy produki PCR rodéi. Pro detekci polymorfizmu markeCAPS bylo paieba po PCR
provést Stpeni amplifikovanych produktrestrikcnimi enzymy.

Polymerazovdetézova reakce

PCR produkty byly amplifikovany v termocykleru Bietna T Gradient v laborato
MU a nasledd nc¢které cykly byly optimalizovany pro termocykler Bi@tra UNO —
Termoblock (laboratoMZLU). PCR reakni snmés o objemu 10 ul byla t¥ena komponenty:
1) Go Tag Polymeraza, Promega ( 5 U/ul), 2) 10 reBrGo Tag TM Reaction Buffer,
Promega, 3) Deoxynucleotide Mix, Sigma (200uM), P)mery syntetizované zakazkov
(50pM/ul), 5) Genomova DNA (0,5 — 5 ng), 6) Steriiestilovana voda.

Restrikeni S€peni CAPS markér

Stpeni produki PCR pro 6 markéruvedenych vab. 4 bylo provedeno za pouziti
26 restriknich enzymi uvedenych vTab. 4. Sgpeni probihalo po dobuiit hodin
v Thermobloku Biometraii teplo® 37°C, vyjma enzymu Bcl | (56C) a Taq | (65C).
Elektroforéza v agar6zovém gelu

Pro detekci produktu PCR a restmkho Stpeni byla pouzivan 2 % nebo 3 %
agardzova (Agardza | , Ampresco nebo Agardza, Segedova elektroforéza v pragsti 1x
TAE pufru. Pro zviditelani produkti byl do elektroforetického geluripan ethidium bromid.
Elektroforéza probihalaipnapiti 50 az 90 V po dobu asi jedné @ phodiny. Gel po
elektroforéze byl prosvicen UV transluminatoremdakumentovan digitalnim fotoaparatem
Kodak a Olympus. Snimky byly upraveny a popsanyogamu Adobe Photoshop 7.0 CE.



VYSLEDKY A DISKUZE
Polymorfizmus SSR

Polymorfizmus markeér SSR byl detekovan na zaktamzdilné pozice produktPCR
mezi sledovanymi rodovskymi liniemi Obr. 2). Pro detekci polymorfizmu mezi adiou
Derkado a linii B83-12/21/5 nateth chromozomech dmene bylo pouzito celkem
92 markei, na chromozomu 1H bylo sledovano 33 maik@rab. 1), na chromozomu 5H
17 market (Tab. 2) a nejvice vysycen byl chromozom 7H s 42 markdigb(3). Celkem
bylo polymorfnich 18 markérSSR. Rt markefi na 1H, i na 5H a 10 na chromozomu 7H.
Tab. 5 ukazuje, Ze na chromozomu 1H bylo polymorfnict2¥s, z celkového pdu market
sledovanych na tomto chromozomu, na 5H byl detekopélymorfizmus u 17,6 %
sledovanych markéra sledované markery na 7H chromozomu byly z 23@%imorfni. Na
chromozomu 1H byly polymorfni markery Bmac0154, WMEB, AWBMS80, RGH1allb,
MGB402. Na 5H chromozomu byl prokdzan polymorfiznmezi rodéovskymi liniemi
u marketit GMS027, Bmag0223 a na chromozomu 7H Bmag0120, Bhti; AF022725A,
HVM49, Bmac0156, Bmag0135, Bmag0007, EBmag0794, G&A\6, Bmag0206.
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Obr. 1: QTL mapa Derkado x B83-12/21/5 populace (Chloupek, Forster, Thomas 2006)



Tab. 1: Seznam analyzovanych markerd SSR na chromozomu 1H jeémene s vyhodnocenim

polymorfizmu mezi rodi¢i Derkado x B83-12/21/5.

\"ZJ

Marker PolymorfizmugMarker Polymorfizmu
Bmac0090 / Bmag0504 0
Bmag0211 0 RGH1alla 0
Bmag0345 0 RGH1lallb 1
Bmac0154 1 RGH1aE2|2 0
EBmac0656 0 RGH1laE2a 0
Bmac0063 0 RGH1aE2b 0
WMC1ES8 1 RGH1aE2c 0
Bmag0579 0 RGH1laE1l 0
HvVHAL 0 MGB402 1
EBmac0783 0 UMB505 0
EBmac0501 0 GBM1451 0
Bmag0382 0 GBM1007 0
AWBMSS80 1 GBM1042 0
Bmac0032 0 GBM1311 0
Bmac0213 0 UMB502 0
GMSO021 0 UMB503 0
Bmac0399 0

1 — polymorfni, 0 — bez projevu polymorfizmu, / — bez produktu

Tab. 2: Seznam analyzovanych markert SSR na chromozomu 5H jeémene s vyhodnocenim

polymorfizmu mezi rodi¢i Derkado a B83-12/21/5.

Marker PolymorfizmugMarker Polymorfizmus
Bmac0163 0 Bmac0303 0
EBmac0684 0 Bmag0222 1
Bmag0357 0 GBM1176 0
HvLOX 0 GBM1231 0
HVM30 0 GBM1164 0
EBmac0824 0 EBmatc0003 0
GMSO061 0 Bmag0223 1
GMS027 1 Bmac0096 0
GMS001 0

1 — polymorfni, O — bez projevu polymorfizmu, / — bez produktu




Tab. 3 : Seznam analyzovanych markerdt SSR na chromozomu 7H jeémene s vyhodnocenim
polymorfizmu mezi rodi¢i Derkado x B83-12/21/5.

Marker PolymorfizmusMarker Polymorfizmus
EBmac0603 0 Bmac0582 0
Bmag0120 1 HVPRP1B 0
Bmac0187 0 Bmac0156 1
Bmag0011 0 EBmag0757 0
Bmag0321 0 EBmac0785 0
Bmac0162 1 EBmac0764 0
Bmag0385 0 Bmag0021 /
AF022725A 1 Bmag0507 0
Bmag0341 0 HVMO04 0
EBmac0755 0 Bmag0135 1
AWBMS37 0 HvSS1 0
Bmac0224 0 Bmag0007 1
EBmac0827 0 HVPLASC1B 0
Bmag0109 0 EBmag0794 1
Bmag0189 0 UMB108 0
Bmag0217 0 MWG599 0
Bmag0516 0 GBM1326 1
Bmac0064 0 GBM1126 0
Bmac0035 0 GBM1060 0
HVM49 1 Bmag0767 0
HVCMA 0 Bmag0206 1

1 — polymorfni, 0 — bez projevu polymorfizmu, / — bez produktu
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Obr. 2: Hodnoceni polymorfizmu markerd SSR u rodi¢d Derkada a B83-12/21/5 na
chromozomech 7H a 5H. Agarézovy elektroforeticky gel zachycujici pét SSR markerd.
Markery Bmag0206, Bmag0135, Bmag0222 jsou polymorfni. U markerd HVMO04 a
Bmac0303 nebyl u naSich sledovanych rodi¢t zjistén polymorfizmus. M — velikostni marker,
B - B83-12/21/5, D — Derkado.

Polymorfizmus markér CAPS

Polymorfizmus markeér CAPS byl detekovan na zakkadozdilné pozice produktu
restrilkiniho S€peni genotyf Derkado a B83-12/21/5. Bylo analyzovano Sest méarlkAPS
s vyuzitim 26 restriénich enzymi pro kazdy marker. Ze Sesti sledovanych CAPS marker
byly étyfi markery po Stpeni restriknimi enzymy polymorfni mezi sledovanymi rodiZe
156 restriknich Stpeni PCR produkt na 7H chromozomu bylo 14 reakci polymorfnich.
Polymorfni SEpeni je shrnuto vTab. 6. U market MWG807, MWG2018 nehyl
polymorfizmus prokazan po &teni s zadnym z 26 restéikich enzynd. Marker CAPS
MWG599 byl polymorfni pi Stpeni s pti enzymy Ava I, Nla lll, ScrFl, Taq I, Xho I.
Polymorfizmus byl detekovan u markeru ABG704 v @akenzymem Alu |, BamHI, Hinf I,
Nla lll, Mbo I. U markeru MWG2062 byl polymorfizmudentifikovan po $tpeni s enzymy
Hpa Il, Msp | a marker MWG539 byl &ten restriknimi enzymy Msp | a ScrFIl. Vysledky
téchto reakci jsou uvedenyhab. 4 a ukazka $peni produki PCR je znazowmna naObr. 4.
Agarozovy gel nespenych produkt PCR sledovanych marke€CAPS je uveden n@br. 3.



Tab. 4: Vyhodnoceni produktd Sesti markerd CAPS po Stépeni rdznymi restrikénimi enzymy.

RE/Marker|

MWG2062

MWG807

MWG539

MWG599 MWG2018 ABG704

Alu |
Apa |
Ava ll
BamHI
Bcl |
Bal |
Clal
Dde |
Dpn |
Dra |
EcoRl
EcoRV
Hind Il
Hinf |
Hpa Il
Mbo |
Mse |
Msp |
Nla Il
Pvu Il
Rsa |
Sac |
ScrFl
Taq |
Xba |
Xho |
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1 — polymorfizmus mezi testovanymi rodiéi, O — bez projevu polymorfizmu mezi testovanymi
rodici, / — nevyhodnotitelny polymorfizmus mezi testovanymi rodici

Tab. 5: Shrnuti vyhodnoceni polymorfizmu pro markery SSR a CAPS u testovanych rodiéd.

Pacet markei
Druh
Chromozom . 3 Bez %
markeru Polymorfnich| Nepolymorfnich Celkem .
produktu polymorfnich
1H 5 27 1 33 15,16
SSR 5H 3 14 0 17 17,64
7H 10 31 1 42 23,89
Celkem 19 72 2 92
CAPS 7H 4 2 - 6 66,7




Tab. 6: Vyhodnoceni detekce polymorfizmu po Stépeni restrikénimi enzymy u markerd CAPS
na chromozomu 7H.

Patet SEpeni
Marker ) ] %

Polymorfnich Nepolymorfnich Bez produkty Celkem oolymorfnich
MWG2062 2 22 2 26 7,69
MWG807 0 25 1 26 0
MWG539 2 23 1 26 7,69
MWG599 5 21 0 26 19,23
MWG2018 0 24 2 26 0
ABG704 5 21 0 26 19,23
Celkem 14 136 6 156 8,98

M MWG2062 | MWG807 | MWG539 | MWG599 | MWG2018 | ABG704
B D B D B D =] D

Obr. 3: NeStépené produkty amplifikace Sesti markery CAPS na chromozomu 7H. M -
velikostni marker, B - B83-12/21/5, D - Derkado



Nla lll
MWG599| ABG704 [MWG20621 MWG807 | MWG539 | MWG599| ABG704 [MWG2062| MWG807 | MWG539|MWG599

Obr. 4: Produkty amplifikace Stépeni restrikénimi enzymy u markerd CAPS na chromozomu
7H. Polymorfizmus po Stépeni u sledovanych rodicovskych linii byl identifikovan u CAPS
markeru MWG599 enzymem Nla Ill a ScrF |, u markeru MWG2062 enzymem Hpa I,
markeru MWG539 enzymem ScrFl, u markeru ABG704 byl detekovan rovnéz polymorfizmus
s enzymem Nla Ill (na tomto gelu vSak Spatné rozpoznatelny). M - velikostni marker, B - B83-
12/21/5, D — Derkado.

Mikrosatelitni markery jsoucasto pouZzivanou metodou ke genetickym studiim
a metodam selekce. tBodem je jejichcasty a rovnorrny vyskyt v genomu rostlin,
kodominantni charakter, vysoka mira polymorfizmsradné laboratorni pouziti. Markery
SSR byly vybrany dle spoluprace s MU @Rohi genetiky a molekularni biologie a podle
QTL mapy Derkado x B83-12/21/5 (Chloupek, 200616t &rocento polymorfnich markier
SSR u sledovanych ramivskych linii Derkado a B83-12/21/5 na chromozorklullylo 15,2
%, na chromozomu 5H 17,6 % a na chromozomu 7H 28,Podil polymorfnich markér
z celkového pétu testovanych markeérje nizSi nez Udaje z literatury, kde seairpérny
polymorfizmus &chto markeit pohubuje v rozmezi od 30 % do 60 % (Liu a kol.96,9
Manninem, 2000Repkova et al. 2006). Mezi blizkymi genotypy je pobrfizmus nizsi. B
hodnoceni polymorfizmu dvouiznych poddruh je Groveé: polymorfizmu vy3si Repkova et
al., 2006). Jednim zigtodh mize byt, Ze analyza byla provfh zatim jen na agar6zovém
gelu, kde polymorfizmus mezi raidliliSicimi se v kkolika opakovanich motivu v genomu
jeémene neni mozno detekovat. Je proto nutné prowédfza na polyakrylamidovém gelu,
ktery je v tomto ohledu citli§jSi.

Polymorfizmus &fpeni u markdr CAPS mezi sledovanymi raglina chromozomu
7H bylo uUsgSné. Ze Sesti analyzovanych matk€@APS byly étyfi markery po Stpeni
restrikknimi enzymy polymorfni mezi liniemi Derkado a B83/21/5. Markery CAPS
MWG599 a ABG704 byly polymorfni mezi radli pti Stpeni s 19,2 % analyzovanych
restrikknich enzynmi. Polymorfizmus po 8peni s enzymy byl detekovan u marker
MWG2062 a MWG539 v 7,7 % &eni. U marker MWG807 a MWG2018 nebyl
polymorfizmus prokazan po&teni s Zzadnym z 26 restéikich enzyn.




Zkoumani polymorfizmu by mohlo byt ro¥8ho o markery SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), kdy je u dvou alel genu rozdil jefednom nukleotidu. VyuZiva se AS-PCR
(Allele-Specific PCR). Markery SNP jsou wjeene vyuzivany iifp genetickych analyzach
souvisejici se abiotickym stresem (Rostoks etGi52

Poddily se ziskat prvni polymorfni markery u sledovamyodit (Derkado a B83-
12/21/5) DH linii, které budou po ro#8hi pouzity pro mapovani gérspojenych s vyssi
vitalitou obilek j&mene. U obilovin QTL pro vitalitu zatim identifikény nebyly. Da se
ocekavat, Ze vyskyt polymorfizmu spojeny s odliSnyatglami odpovidajicich gérby mohl
byt ve vztahu s genyifpadré QTL odpowdnymi za odolnost Wi abiotickym stregm,
jmenovig viaci chladu a suchu (Chloupek et al. 2003). Doposudiren QTL odpo¥dné za
rezistenci wéi chladu a suchu se u¢fmene nachazejirpvazié na chromozomech 1H, 5H,
6H, 7H (Cattivelli et al. 2002).

ZAVER

Byly ziskany prvni poznatky o Urovni polymorfizimve vybranych lokusech mezi
rodicovskymi liniemi j&mene Derkado x B83-12/21/5. Pro detekci polymortizmezi
odridou nattech chromozomechdmene bylo pouzito celkem 92 marke3SR. Celkem bylo
polymorfnich 18 markér SSR. Rt markefi na chromozomu 1H,fitna 5H a 10 na
chromozomu 7H. Ze Sesti sledovanych mairkeAPS na chromozomu 7H bwyyii markery
po SEpeni restriknimi enzymy polymorfni mezi sledovanymi roéavskymi liniemi.
Markery, u kterych byl prokazan polymorfizmus, budmo roz&ieni dalSimi polymorfnimi
markery pouzity pro mapovani deridicich vitalitu obilek jémene u dihaploidnich linii
vzeslych z kizeni Derkado x B83-12/21/5 . K tomutdelu jsme v roce 2008 sklidili na dvou
lokalitach po 156 DH liniich. Tato populace DH iz diive umoZznila mapovani mnoha
znal, wetrg velikosti kdenového systému rostlin, vynosu, rezistence k di#@omo
(Chloupek et al. 2006). Genetické mapy umozni éileyuziti znalosti o lokalizaci QTL pro

vitalitu jako vyznamné kriterium ve Sle¢hi jeémene, pokud bude prokadzana pogfizi
promenlivost vitality u uvedenych DH liniichto rodEu.
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