Piredbézna oponentura disertaéni prace

Vyhledavani a charakteristika gent zodpovédnych
za modré zabarveni obilky psenice seté
(Triticum aestivum L.)

Skolitel; Prof. RNDr. Ladislav Havel, CSc.

Doktorandka: Ing. Milena Musilova

Ustav biologie rostlin, AF MENDELU
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Cile
« Studium genetické variability genotypu pSenice s modrym

zabarvenim obilky mikrosatelitnimi markery

 Identifikace a charakteristika kandidatnich sekvenci podilejicich
se na modrém zabarveni obilky

» Bioinformaticka analyza kandidatnich sekvenci

« Studium exprese kandidatnich sekvenci
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Barevna psenice
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Modra pSenice

« RuUzné zabarveni obalovych
vrstev

« Specifita modrého zabarveni

« RozSireni sortimentu cerealnlch
potravin

PFi¢ny Fez obilkou genotypu Tschermaks Blaukorniger
Sommerweizen /TBS/ (Usecka = 200 pm).

Obilky genotypu Tschermaks Blaukorniger
Sommerweizen /TBS/ (UseCka = 2000 pm).
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Geneticka podstata modrého zabarveni

« Modré zabarveni fizeno kodominantné
pusobicim genem Bal (4BL) nebo jinym genem Ba2
(4AL)

« (Gen se slabsi expresi modré barvy (half-blue)

* \yskyt zaznamenan ve vzorku
Triticum monococcum L. spp. aegilopoides.
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J-malonyl-CoA + 4- coumaroyl-CoA
— CHS

Anthokyany ]

EBGs naringenin
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. Kyanidin-S-glleOSid Struktura anthokyanidina ~ ZjednoduSené schéma biosynteézy
anthokyanu (Nesi et al., 2001)

Studium biosyntetickeé drahy

Dominantni anthokyany
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Vyznam ve Slechténi na pekarskou kvalitu

Charakteristika genetické variability vybranych lokusu

— HMW qgluteninové podjednotky

* Prokazatelny vliv na pekarskou kvalitu
* Primou soucasti lepkovych bilkovin

_ Zitna translokace T1BLS.1RS (lokus Sec-1)
» Pozitivni efekt na vynos a rezistenci

« Negativni vliv na pekarskou kvalitu
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Studium genetické variability

o M ate ri é I Ndzev Zabarveni obilky Forma Zdroj

Novosibirskaya 67, ANK-1A, ANK-1B, ANK-, ANK-1D, Bile, Cervené jarni ZVU Kroméfiy, s.r.o.
ANK-1E
UC66049, Tschermaks Blauk6rniger Sommerweizen, | Modreé jarni ZVU Kroméfiy, s.r.o.

Tschermaks Blaukérniger

48M, RU 440-5, RU 440-6, Barevna 9, Barevna 25 Modré 0zima ZVU Kroméfiy, s.r.o.
ozima GB VURYV, v.v.i.

Thinopyrum ponticum

 Metoda SSR markeru — Simple sequence repeats
« Statisticke zpracovani (program FreeTree)
DI - index diversity
Pl - pravdepodobnost identity
PIC - polymorfni informacni obsah
« Grafické zpracovani do podoby dendrogramu (program TreeView)
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Genomicka analyza

« Material

— Genotypy

— Novosibirskaja 67,
Tschermaks Blaukorniger Sommerweizen,
UC66049, Heroldo

— Odbéry vzorku z polniho pokusu
dle casového planu:

10., 15., 20., 25., 30.,
35., 40. den post anthesis

i M ﬁ :
Tschermaks Blaukorniger
Sommerweizen, 5. odbér

— Fotodokumentace, ulozeni pri -70 C g p——
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Analyza kandidatni sekvence

« Nahrazeni degenerovanych primeru pouZzitim
pfrimych sekvenci genu pro CHS (databaze NCBI)
« Navrh primeru a optimalnich teplot jejich nasedani

* Primerova kombinace pro CHS z Hordeum vulgare pouzita pro
navrh a optimalizaci real-time PCR
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Analyza kandidatni sekvence . =
- lzolace RNA iy
» Reverzni transkripce do cDNA
« Gradientova PCR
« Ligace do vectoru pGEM-T

« Transformace E. Coli, vyber pozitivnich kolonii

« Amplifikace plazmidu v E. coli
» l|zolace plazmidové DNA

» Odeslani na sekvenaci, bioinformaticka analyza
Clustal W2

« Analyzy exprese pomoci gPCR, rel. kvantifikace
vuci provoznimu genu, vyhodnoceni pomoci DDCt
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Ildentifikace alel pro predikci kvality

« Material

— Novosibirskaja 67, UC66049, Tschermaks Blaukorniger
Sommerweizen, Tschermaks Blaukorniger, 48M, RU 440-5,
RU 440-6,

Barevna 9, Barevna 25

— Pozitivni kontrola tritikale Pawo
« Metody

— SPLAT (Specific polymorphic locus amplification test)
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Vysledky genetické variability zabarveni

80 E—

100 LA

100

01

Dendrogram genetické variability genotypl sestaveny na zakladé analyz SSR
lokalizovanych na chromozomech 3A, 3B, 3D, 4A a 4B u pSenice
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Vysledky genetické variability zabarveni
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Dendrogram pribuznosti genotypl pSenice s modrym aleuronem a Th. ponticum sestaveny
na zakladé analyz SSR lokalizovanych na chromozomech 4A a 4B u pSenice
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Sekvenéni analyza kandidatnich sekv.

» Sekvencni data fragmentu DNA o velikosti 196 bp

» Vzajemna podobnost mezi HYCHS sekvencemi genotypu s bilym
perikarpem a modrym aleuronem 94 - 100%

» Variabilita sekvenci dana SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
* Nejvice SNP bylo zaznamenano u sekvence genotypu N67 a UC

« Sekvencni data pro TBS nejsou pro porovnani k dispozici v celé
délce z duvodu opakované neuspésneho klonovani
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Sekvenéni analyza kandidatnich sekv.

» Porovnani sekvenci s BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
knihovnou psenice sete v laboratori molekularni cytogenetiky a
cytometrie, Ustavu experimentalni botaniky, Akademie vé&d CR

Olomouc

» Sekvence CHS nalezena v kopiich vzdy na obou ramenech
vS8ech chromozomu 2. homeologické rady
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Analyza exprese genu CHS

Exprese CHS-TBS,UC (DDCt)
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Analyza exprese genu CHS

Exprese CHS -Obalové vrstuy (DD Ct)
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Predikce pekarské kvality

« Na zakladé detekce vybranych markeru - nejperspektivnéjsi z
hlediska pekarské kvality pSenice genotyp UC66049, RU 440-5
a RU 440-6

» Soucasné u techto materiall nebyla detekovana pritomnost
sekalinoveho lokusu Sec-1 spojovana se zhorsenou pekarskou
kvalitou psSenice

» Dosazene vysledky take potvrdily vhodnost genotypu RU 440-6,
jakozto nové zaregistrované odrudy SKORPION v Rakousku
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Zavéry

Vybraneé genotypy s modrym zabarvenim obilky
podrobeny studiu z vice perspektiv

« Analyza geneticke variability
« Ukladani barviv v jednotlivych vrstvach obilky

« SekvenacCni analyza a analyza exprese genu pro CHS

* Vybrany 3 (UC66049, RU 440-5 a RU 440-6) genotypy

s modrym zabarvenim obilky s genetickymi predispozicemi
pekarske kvality
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Vyznamné publikace

Genetic Variability in Common Wheat with Colored Caryopses
Determined by Microsatellite Markers

Milena MUSILOVA, Véaclav TROJAN, Tomas VYHNANEK, Ladislav HAVEL
IN: Czech Journal Of Plant Breeding And Genetics

Stav: prijat po jazykové korekci

Anthocyanins in wheat: a review
Milena MUSILOVA, Elena Khlestkina, Biguang Huang, Heinrich Grausgruber
IN: Journal of Cereal Science

Stav: submitovan 15.2.2013

Studies Of Candidate Sequences From Wheat
Anthocyanin Biosythetic Pathway

Vaclav TROJAN, Milena Musilova, Tomas VYHNANEK, Ladislav HAVEL
IN: Journal of Cereal Science

Stav: priprava manuskriptu



Podporeno projekty:
- IGAAF ¢. IP 1/2010,
TP 7/2011, TP 1/2010
- GACR ¢C.
GD204/09/H002

Excelence doktorského studia na AF MENDELU
pro navazujici evropskou védecko — vyzkumnou kariéru
CZ.1.07/2.3.00/20.0005
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Poznamky oponentu

Doc. Ing. Jan Bednafr, CSc.
« cca 24 upozornéni prevazné formalniho charakteru
Prof. RNDr. Zdenék Sladky, Dr.Sc.

e cca 3 upozornéni ryze formalniho charakteru
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