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I. CiL METODIKY

Cilem metodiky je uvést podrobné postupy k detekci nasledujicich genl rezistence ke rzem,
padli travnimu a stéblolamu pSenice (Lr10, Lr19, Lr24, Lr26+Sr31+Yr9+Pm8, Lr28, Lr34+Yr18,
Lr37+Yr17+Sr38, Pch1) a genl pro kratkostébelnost (Rht-B1 a Rht-D1) pomoci molekuldrnich
markerU zaloZenych na polymerdzové retézové reakci (PCR), spolehlivé optimalizovanych pro
rutinni pouZiti v bézné laboratofi se zakladnim vybavenim pro pouziti PCR.

ll.  VLASTNi POPIS METODIKY
uvoD

Molekularni markery jsou v sou€asnosti hojné vyuzivany v procesu tzv. markery asistované
selekce (MAS = marker-assisted selection) k detekci genl (zejména) rezistence béhem
Slechtitelského procesu nebo k identifikaci genl u odrid a linii s nezndmym genotypem (Vida
et al. 2009). Jsou to useky DNA vtésné vazbé s danym genem a jejich detekci pomoci
specifickych primer(l je proto mozné identifikovat pritomnost daného genu v genotypu
testovaného materialu. Cim t&snéjsi je vazba s danym genem (geny), tim spolehlivéjsi je
marker pfi vybéru rezistentnich genotyp v procesu Slechténi.

Pro rutinni pouZiti jsou nevhodné;jsi molekularni markery zaloZzené na PCR. Principem PCR je
amplifikace Useku DNA s parem druhové specifickych primer( (forward a reverse). Nejprve
dochazi vlivem vysoké teploty k denaturaci dvousroubovice DNA, poté se podle principu
komplementarity na prislusné sekvence DNA navaiou primery. Reakce je katalyzovana
termostabilnim enzymem Tag polymerazou. Vysledkem reakce je mnohonasobné zmnozeni
useku DNA oznaceném na obou koncich pouZitymi primery. Produkt PCR reakce je
detekovan bud na agarézovém gelu obarveném ethidium bromidem pod UV lampou, nebo
kapilarni elektroforézou.

Publikované markery vsak ne vidy spolehlivé funguji vrutinnim pouziti s rlznymi
testovanymi materialy (Blaszczyk et al. 2008, Chelkowski et al. 2003, Serfling et al. 2011) a to
navzdory tomu, Ze v originalnich publikacich ano. Casto je to proto, Ze jsou testovany jen s
genotypy zahrnutymi v dané publikaci. V dalSich pfipadech je nutna zdlouhava optimalizace
reakce, aby bylo dosazeno reprodukovatelnych vysledk, jak potvrzuji napf. Blaszczyk et al.
(2008).

Metodika shrnuje vybrané publikované markery zaloZzené na PCR, vCetné optimalizovanych
podrobnych protokol(, které mohou byt spolehlivé vyuzity k detekci nasledujicich gen(:

1. Geny rezistence ke rzi pSenic¢né (Lr geny), rzi travni (Sr geny) a rzi plevové (Yr geny):

e STS (sequence tagged site) marker F1.2245/Lr10-6/r2 (Gultyaeva et al. 2009)
detekuje gen rezistence ke rzi pseniéné Lr10, ktery je lokalizovdn na chromozomu
pSenice 1A.

e SCAR (sequence characterized amplified region) marker SCS$2655;, (Gupta et al.
2006a) detekuje gen rezistence ke rzi pSeniéné Lr19, preneseny do pSenice
z Agropyron elongatum. Gen byl lokalizovan na pseni¢cném chromozomu 7DL.

e SCAR marker SC51302409 (Gupta et al. 2006b) detekuje gen rezistence ke rzi psenicné
Lr24, preneseny do pSenice z Agropyron elongatum. Gen byl lokalizovdan na
pSeni¢ném chromozomu 3DL.



e Marker odvozeny od sekvence w-secalinového genu (De Froidmont 1998) detekuje
translokaci se Zita 1BL/1RS nesouci geny rezistence ke rzem Lr26+Sr31+Yr9 a padli
travnimu Pm8. Translokace je lokalizovdna na chromozomu pSenice 1B.

e TPSCAR (truncated polymorphic sequence characterized amplified region) marker
SCS421579 (Cherukuri et al. 2005) detekuje gen rezistence ke rzi pSenicné Lr28,
preneseny do pSenice z Aegilops speltoides. Gen byl lokalizovan na pSeni¢ném
chromozomu 4A.

e csLV3, (codominant sequence tagged site) marker (Lagudah et al. 2006) detekuje
oblast genl rezistence ke rzi pseni¢né a plevové zodpovédnych za tzv. slow rusting
Lr34+Yr18. Geny jsou lokalizovany na chromozomu p3enice 7DS.

e Dominantni marker pro N-alellu lokusu Xcemwg682 (Helguera et al. 2003) detekuje
translokaci 2NS prenesenou do pSenice z Triticum ventricosum a nesouci genovy
klastr Lr37+Yr17+Sr38. Translokace je lokalizovana na pSeni¢ném chromozomu 2AS.

Vzhledem k velmi blizké genové vazbé (+) je mozné pomoci jednoho markeru detekovat dva
resp. tfi geny rezistence soucasné.

2. Gen rezistence ke stéblolamu Pch1

e STS marker Xorwl1 (Leonard et al. 2008) detekuje gen rezistence k stéblolamu Pchl,
preneseny do pSenice z Aegilops ventricosa. Gen byl lokalizovan na 7DL chromozomu
pSenice.

Geny zakrslosti Rht

e Kratkostébelnost (geny zakrslosti) jsou oznacované jako Rht (reduced height)
s rlznou lokalizaci. Nejvice vyuzivané jsou alelické formy Rht-B1b a Rht-D1b (dfive
oznacované jako gen Rhtl a Rht2) pochazejici zjaponské odrlidy Daruma.
Nejzndméjsi potomek této odridy je odrida Norin 10, ktery byl vyuZit jako geneticky
zdroj alel kratkostébelnosti Rht-B1b (Rhtl) a Rht-D1b (Rht2). Rht-B1b a Rht-D1b
zpusobuji redukci vysky rostliny asi o 15 % a mUZou zpUsobit narlst vynosu az o 20 %
(Worland and Law 1986). Pro detekci genu Rht-B1 a Rht-D1, lokalizovanych na
chromozomech 4B a 4D, byly pouzity PCR primery ,perfekt markers®, které
publikovali Ellis et al. (2002).

Vybrané geny jsou detekovany metodou PCR z DNA izolované z listl pSenice. Fragmenty
DNA, specifické pro dané geny jsou béhem PCR namnoZeny s primery umoZziujici detekci
molekuldrnich marker(, které jsou v tésné vazbé s detekovanymi geny. Produkty PCR jsou
poté detekovany pomoci horizontalni nebo kapilarni elektroforézy.

TECHNICKE VYBAVENI LABORATORE A CHEMIKALIE

Pristroje

e Centrifuga s otdckami min. 11 000 otacek/min. s rotorem na plastové mikrozkumavky o
objemu 2 ml

e Mikrocentrifuga na PCR zkumavky

e Vodni lazen nebo teplotni blok

e Vortex

e pH metr



Lednicka (+4 °C), mraznicka (-20 °C), pfipadné hlubokomrazici box (-80 °C)

Vybaveni na horizontdlni elektroforézu

Transluminator

Mikrovinna trouba

Michacka + magnetické michadlo

Kyvacka

Fotodokumentacni zafizeni

Termocykler

Geneticky analyzator napf. ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer), vcetné
software GeneScan a Genotyper

Material

Tekuty dusik

Porcelanové treci misky a tlouc¢ky nebo homogenizator a karbidové kulicky

Dvé samostatné sady automatickych pipet o objemech 0,5 pul =10 pul, 2 pl — 20 pl, 20 pl -
200 pla 100 pl — 1000 ul, jedna na izolaci DNA a jedna k provedeni reakci PCR

Spicky odpovidajicich velikosti kompatibilni k pipetdm

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf) o objemech 2 ml, 1,5 ml a 0,5 ml

PCR plastové mikrozkumavky o objemu 0,2 ml nebo stripy + vicka nebo PCR desticky +
vicka

Jednorazové rukavice

Laboratorni sklo pro pfipravu roztokl (kadinky, odmérné valce, Erlenmeyerovy barky)
Plastové mikrozkumavky o objemu 0,5 ml + gumova vicka do analyzatoru ABI PRISM 310

Chemikdlie

Izola¢ni souprava napf. DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), Exgene Plant SV mini (GeneAll)
TRIS = Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva)

CTAB = Cetrimoniumbromid (tézZ cetyltrimethylamoniumbromid) (Serva)

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich)

NaOH = hydroxid sodny (Lach-Ner, s.r.o0.)

Velikostni standard LambdaHindlIll (Thermo Scientific) a 100 bp DNA Ladder (Thermo
Scientific)

Specifické primery k detekci sledovanych gen( (syntéza firmou Sigma-Aldrich nebo Generi
Biotech, sekvence primer( jsou uvedeny v tabulce 1).

dNTPs = deoxynukleotidy (Thermo Scientific, Roche)

Taqg DNA polymerdaza vcéetné pufru a chloridu hotecnatého (MgCl,), (Qiagen, PCRBIO)
Voda pro PCR = dd (double-distilled) H,O (Sigma-Aldrich), destilovana voda pro pfipravu
roztoku

Nanaseci barva Blue loading dye, 6x (Promega)

Agardza (Serva)

Ethidium bromid (Sigma-Aldrich)

Velikostni standard Tamra 500 (Applied Biosystems)

Formamid (Sigma-Aldrich)

Separa¢ni gel do sekvenatoru ABI PRISM 310 — polymer POP-4™ (Applied Biosystems)
Pufr do sekvenatoru ABI PRISM 310 — 310 genetic analyzer buffer EDTA (Applied
Biosystems)



e NaCl = chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

e Absolutni etanol (Serva) — vymrazZeny na -20 °C
e 70% roztok etanolu (Serva)

e Chloroform (ANALYTIKA®)

e Isopropanol (ANALYTIKA®)

e CH3COOH = kyselina octova (Sigma-Aldrich)

e HCI = kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich)

Priprava roztokii a agarozovych gelii
e 50x TAE pufr (TRIS-acetat-EDTA)

TRIS 242 g

EDTA 100 ml 0,5M roztoku pH 8
Ledova CH;COOH 57,1 ml 0,5M roztoku
Destilovana H,0 1000 ml

242 g TRIS rozpustit v 800 ml destilované vody. Pfidat EDTA a kyselinu octovou. Upravit pH
na 8 pomoci kyseliny octové. Pro pfipravu agarézovych gell pfipravit pracovni koncentraci
1x TAE smichanim 20 ml 50x TAE s 1000 ml destilované vody.

e 0,8% agarozovy gel (cca 50 vzorkt)

Agardza 0,96 g
1xTAE pufr 120 ml
Ethidium bromid 10 mg/ml roztok 1l

e 2% Agarézovy gel (cca 50 vzorku)

Agardza 24¢g
1xTAE pufr 120 ml
Ethidium bromid 10 mg/ml roztok 1l

Navazit potfebné mnozstvi agarézy a smichat v 200 ml Erlenmeyerové bance s 120 ml 1xTAE
pufru. Zahratim v mikrovinné troubé privést kvaru, dokud se vSechna agardza uplné
nerozpusti (béhem procesu obcéas promichat). Ochladit pod studenou tekouci vodou a poté
pfidat za stalého michani na michacce 1 pl ethidium bromidu (nesmi se pfidat do horkého
gelu, jinak dojde k jeho odpareni). Nalit do formy na gel a vloZit hfeben. Nechat ztuhnout
minimalné 30 min.

e Smés chloroform a izoamylalkohol v poméru 24:1

e Roztok CTAB 500 ml
1M TRIS (pH 7,5) 75 ml

5M NaCl 105 ml
0,5M EDTA (pH8) 15 ml
CTAB (s) 75¢

Destilovana H,0 do 500 ml

Navazit 7,5 g CTAB. Rozpustit v 200 ml H,O (v 0,5 | kadince) na magnetické michaéce pomoci
michadla. Rozpusténi trva cca % hodiny. KdyZ je roztok lehce opalescentni, mlzou se
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pridavat dalsi ingredience. Roztok se celkové dobre vycefi. Péni. Pfidat 75 ml TRIS
(odmérnym vdlcem), 105 ml NaCl a 15 ml EDTA. Promichat na magnetické michaéce pomoci
michadla. Nalit do velkého odmérného valce a doplnit do 500 ml destilovanou H,0.

¢ 1MTRIS 200 ml
TRIS 242 ¢
Destilovana H,0 do 200 ml

24,2 g TRIS rozpustit v100 ml H,O (v 250 ml kadince na magnetické michacce pomoci
michadla) a doplnit v odmérném valci na 200 ml. Upravit pH na 7,5 (pomoci HCI).

e 0,5M EDTA 200 ml

EDTA 29,23 ¢
10M NaOH dle potreby
Destilovana H,0 do 200 ml

29,23 g EDTA nasypat do 250 ml kadinky. Pfidat 100 ml H,0. Na magnetické michacce michat
a upravovat pH na 8 (pomoci 10M roztoku NaOH). EDTA se rozpousti pouze pti pH 8 (pfi
michdani priddvat 10M roztok NaOH az do té doby, neZ se roztok EDTA vycefi). Pfesna Uprava
na pH 8 na pH metru. Po rozpusténi doplnit do 200 ml v odmérném valci destilovanou H,0.

« 5M NaCl 100 ml
NaCl 29,22 g
H,0 100 ml H,0

e Roztok TE (Tris/EDTA) 100 ml

1M TRIS (pH 8) 1ml
0,5M EDTA (pH 8) 0,2 ml
Destilovana H,0 98,8 ml

Roztoky EDTA, TRIS, CTAB a TE sterilizovat autokladvovanim pfi 120 °C cca 20 minut, poté
uchovavat pfi pokojové teploté.



Tabulka €. 1: Seznam pouzitych primeru

Detekovany Nazev primer(l a jejich sekvence PCR Citace
gen 5'>3' produkt
(bp)
Lr10 Lrk10D1: GAAGCCCTTCGTCTCATCTG 310 Gultyaeva et
Lrk10D2: TTGATTCATTGCAGATGAGATCACG al. 2009
Lr19 SCS265F: GGCGGATAAGCAGAGCAGAG 512 Gupta et al.
SCS265R: GGCGGATAAGTGGGTTATGG 2006a
Lr24 SCS1326F: GCATCGTGCAGCTAGTTCTG 607 Gupta et al.
SCS1326R: AGGCATCGTGAAAAGAGAACA 2006b
Translokace | SecA2: GTTTGCTGGGGAATTATTTG 412 de Froidmont
1BL/1RS SecA3: TCCTCATCTTTGTCCTCGCC 1998
Lr28 SCS421F: ACAAGGTAAGTCTCCAACCA 570 Cherukuri et
SCS421R: AGTCGACCGAGATTTTAACC al. 2005
Lr34+Yr1i8 | csLV34F: GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 150 Lagudah et
csLV34R: TGCTTGCTATTGCTGAATAGT al. 2006
Lr37+Yr17+ | Ventriup: AGGGGCTACTGACCAAGGCT 259 Helguera et
Sr38 LN2: TGC AGCTACAGCAGTATGTACACAAAA al. 2003
Pchi orwlF 6-FAM": CTATTACATGAAATCTTATTCTCC 183 Leonard et al.
orwlR: CAGCAGTAACGAGAATGTGG 2008
Rht-Bla BF: GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG 237 Ellis et al.
WR1: CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTG 2002
Rht-B1b BF: GGTAGGGAGGCGAGAGGCGAG 237 Ellis et al.
MR1: CATCCCCATGGCCATCTCGAGCTA 2002
Rht-Dla DF2: GGCAAGCAAAAGCTTCGCG 264 Ellis et al.
WR2: GGCCATCTCGAGCTGCAC 2002
Rht-D1b DF: CGCGCAATTATTGGCCAGAGATAG 254 Ellis et al.
MR2: CCCCATGGCCATCTCGAGCTGCTA 2002

* . . v v v .
primer owr1F je fluorescencné znacen barvivem 6-FAM

PRACOVNI POSTUPY

1. lzolace DNA

Extrakce DNA se provadi zvysetych rostlin psSenice nejpozdéji ve fazi druhého listu.
Nejvhodnéjsi je pouZit smés minimalné 5 rostlin, aby byla zajisténa homogenita vzorku.
Odebrané listy je mozno ihned po odbéru pouzit kizolaci, nebo je nutné je zabalené v
alobalu zmrazit v tekutém dusiku a nasledné uchovat v hlubokomrazicim boxu pf¥i teploté -80
°C az do doby potreby. Mechanicka destrukce pletiv se provadi bud' tfenim v tekutém dusiku
s pouzitim keramické treci misky a tloucku nebo v homogenizdtoru v plastové
mikrozkumavce o objemu 2 ml s vloZzenou karbonovou kuli¢kou.

Vlastni extrakci (separace DNA od ostatnich slozek, zejména od protein(, polysacharidi a
barviv) lze provést dvéma zadkladnimi metodami. Rychlejsi, jednodussi, ale drazsi metoda
s niz8§im vytézkem DNA je s pouzitim komercnich izola¢nich souprav (kitd) napf. DNeasy Plant
Mini Kit firmy Qiagen nebo Exgene Plant SV mini firmy GeneAll. Zakladni princip téchto kitd



je zalozen na schopnosti DNA vazat se v pritomnosti tzv. chaotropnich soli na silikatovy
povrch (membrdnu) v kolonkdch vloZzenych do mikrozkumavek, které jsou soucasti kit(.
Kolonka s navdzanou DNA je poté promyta a adherovanou cistou DNA Ize nasledné
z povrchu ¢astic snadno uvolnit pfidanim vody nebo vhodného pufru (TE), ktery neobsahuje
chaotropni soli.

Jeho plisobenim dochazi za pritomnosti chloridu sodného k vytvoreni ve vodé rozpustného
komplexu CTAB-DNA. Ten se od protein( a sacharid( oddéli plisobenim smési chloroformu a
isoamylalkoholu a je vyvazan do vodné faze. DNA se poté z vodné faze vysrazi pomoci
absolutniho etanolu a zbytky chloridu sodného a CTAB jsou odstranény 70% roztokem
etanolu. Pelety DNA se rozpusti v pufru TE, tj. velmi zftedéném roztoku TRIS a EDTA. TRIS
upravuje pH roztoku a EDTA pCsobi jako chelaéni &inidlo a vyvazuje Mg?* ionty, a tim inhibuje

o v

¢innost nukledz, enzym Stépicich DNA.

1.1 Izolace izolacni soupravou - pracovni postup
Postupujeme podle pfilozenych instrukci vyrobce vybrané izolaéni soupravy.

1.2 Izolace pouZitim metody CTAB — pracovni postup
Nejdfive je potfeba dat potfebné mnozstvi isopropanolu do mrazaku (pocet vzorkd x 450 pl)
a pfipravit vodni lazen 65 °C. Dale popsat 2 ml zkumavky Eppendorf a do kazdé napipetovat
700 pl roztoku CTAB. Pfiblizné 100 mg rostlinné tkané zhomogenizujeme v tekutém dusiku,
pfemistime do zkumavky a promichdme pomoci vortexu. Zkumavky inkubujeme ve vodni
lazni pfi 65 °C po dobu 30 — 60 minut; vidy po cca 10 minutach zkumavky opatrné
promichdme. Poté vychladime na laboratorni teplotu. V digestofi do kazdé zkumavky
pfiddme 300 pl chloroformu, protfepeme a nechdme 10 minut promichdavat na kyvacce (cca
3 Hz). Nasleduje centrifugace 5 min a 30 s pri 14 000 ot/min. Vodnou fazi (supernatant)
odebereme pipetou (+ 450 ul) do novych a popsanych 2 ml zkumavek, pfiddme 450 pl
vymrazeného isopropanolu a promichame. V dalsSim kroku je smés inkubovana 5 min pfi
teploté -20 °C a nasledné centrifugovana 5 min (14 000 ot/min). Isopropanol vylijeme (na
dné by méla zlstat malad peletka) a pfiddme 200 pl 70% etanolu. Nasleduje centrifugace 1
min (8 000 ot/min). Supernatant odpipetujeme a pelety DNA vysusime (pelety zméni barvu z
bilé na prihlednou) - cca 10 - 15 minut. Peleta je rozpusténa ve 100 pl destilované H,0 (pres
noc pfi 4°C nebo 15 minut pfi 65°C) nebo v TE pti 65 °C.

Pfed pouzitim v reakcich PCR je vhodné (zejména v pripadé izolace pomoci CTAB, kdy je
dosazeno vyssiho vytézku DNA) ovérit kvalitu a koncentraci DNA kazdého vzorku bud
spektrofotometricky nebo elektroforézou pomoci fluorescence pod UV Ilampou na
agardzovém 0,8% gelu s ethidium bromidem, ktery se vaze na DNA. Ke 2 ul vzorku DNA
pridame 2 pl nanaseci barvy a 8 ul sterilni vody a naneseme na gel. Elektroforéza probiha pfi
napéti 60 V cca 60 min (podle velikosti gelu), poté gel prohlédneme pod UV svétlem na
transluminatoru a vyfotime s pouzitim fotodokumentacniho zafizeni. Fluorescence vyvolana
UV zarfenim pusobicim na vazany ethidium bromid je Umérnd mnoistvi DNA. Mira
fluorescence vzorku DNA se porovnava s fluorescenci fragmentl o zndmé koncentraci u
markeru Lambda DNA/Hindlll, ktery naneseme v mnozZstvi 5 pl do jamek pred prvnim a za
poslednim nanesenym vzorkem. Optimalni vychozi koncentrace DNA je cca 50 ng/1 g pfi
objemu PCR 25 pul. U délkového standardu Lambda DNA/Hindlll tomu odpovida fragment o
velikosti 2322 parQ bazi (bp). Pfi objemu PCR 15 pl je optimalni vychozi koncentrace DNA cca
25 ng/1 pg. V pripadé potfeby je DNA na pozadovanou koncentraci naredéna sterilni



destilovanou vodou. Izolovanou DNA lze dlouhodobé uchovavat pfi teploté -20 °C,
kratkodobé pfi +5 °C.

2. PCR k detekci genti rezistence Lr, Sra Yr
Pracovni protokoly s pfesnym slozenim reak¢ni smési a podminky amplifikace pro detekci
kazdého z vybranych gen( rezistence jsou uvedeny v tabulkach 2-7.

2.1 PCR - pracovni postup
Chemikalie potfebné pro PCR, svyjimkou Tag polymerdzy, nechame roztat, kratce
promichame a stodime v minicentrifuze. Ddle vSe uchovdvdame a pracujeme na ledu pfi
teploté 1-4 °C.
VSechny chemikalie kromé DNA smichame v jedné sterilni mikrozkumace o objemu 1,5 nebo
2 ml. Mnoistvi jednotlivych slozek reakéni smési pro jeden vzorek je uvedeno v tabulkach 2-
5. Ziskany premix dikladné promichame na vortexu.
Premix rozdélime do 0,2 ml PCR mikrozkumavek, stripl nebo desticek v mnozstvi, které je
uvedeno v tabulkdch 2-5 a pfiddme odpovidajici mnozZstvi DNA. Na zavér zaradime jeden
vzorek jako pozitivni kontrolu (DNA linii obsahujici konkrétni detekovany gen) a jeden jako
negativni kontrolu (misto DNA pfiddme sterilni destilovanou vodu). Pfi analyze vétsiho
mnozstvi vzorkd najednou je vhodné zaradit vice pozitivni i negativnich kontrol pro zvyseni
spolehlivosti interpretace vysledk( reakce.
Zkumavky (desticky/stripy) kratce promichame a centrifugujeme.
Vzorky vloZime do termocykleru pro PCR a zahajime reakci. Podminky amplifikace marker(
pro jednotlivé geny jsou uvedeny v tabulkach 6-7.

2.2 Reakcéni smési

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro detekci gent Lr10, Lr19, Lr24 a Lr28.

Chemikalie Vysledna MnozZstvi

koncentrace | vjedné reakci
(1)

dd H,0 10,8

5x pufr PCRBIO 1x 3

MgCl, (soucast pufru) 3 mM

dNTP, (soucast pufru) 1 mM

Primery pro odpovidajici gen viz 0,17 uM 0,5

tabulka 1 Premix

Taq polymeraza PCRBIO (5 U/pl) 1 U/reakci 0,2 14,5

DNA 25 ng 0,5

Celkovy objem reakce 15 ul
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Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro detekci genl Lr34+Yr18.

Chemikalie Vysledna MnozZstvi

koncentrace | vjedné reakci
(1)

dd H,0 10,8

5x pufr PCRBIO 1x 4

MgCl; (soucast pufru) 4 mM

dNTP, (soucast pufru) 1,33 mM

Primery csLV34F a csLV34R 0,33 uM 1 Premix

Taq polymeraza PCRBIO (5 U/pl) 0,5 U/reakci | 0,1 14,5

DNA 25 ng 0,5

Celkovy objem reakce 15 ul

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro detekci translokace 1BL/1RS.

Chemikalie Vysledna MnozZstvi

koncentrace | v jedné reakci
(1)

dd H,0 16,8

10x pufr Qiagen (véetné MgCl,) 1x 2,5

MgCl, Qiagen (celkova 3mM 1,5

koncentrace)

dNTP; 0,2 mM 2

Primery SecA2 a SecA3 0,5 uM 1 Premix

Taq polymeraza PCRBIO (5 U/pl) 1 U/reakci 0,2 24

DNA 50 ng 1

Celkovy objem reakce 25 ul

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro detekci genového klastru Lr37+Yr17+Sr38.

Chemikalie Vysledna MnozZstvi

koncentrace | vjedné reakci
(1)

dd H,0 15,8

10x pufr Qiagen (véetné MgCl,) 1x 2,5

MgCl, Qiagen (celkova 5 mM 3,5

koncentrace)

dNTP; 0,1 mM 1

Primery Ventriup a LN2 0,5 uM 1 Premix

Taq polymeraza PCRBIO (5 U/pl) 1 U/reakci 0,2 24

DNA 50 ng 1

Celkovy objem reakce 25 ul
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2.3 Reakéni podminky
Tabulka €. 6: Reakéni podminky pro detekci gent Lr10, Lr19, Lr24, Lr28, translokace 1BL/1RS
a genového klastru Lr37+Yr17+5r38.

Lr10 Lr19, Lr24, Lr28 translokace 1BL/1RS,
Lr37+Yr17+5r38
Pocatecni denaturace Pocatecni denaturace Pocatecni denaturace
95 °C—-3 min 95 °C—2 min 94 °C—-3 min
Denaturace Denaturace Denaturace
94 °C-45s 94 °C—1 min 95°C-45s
Na.seda'onl' 35 cykli Na!sedéonl' 36 cykli NaTsedégnl'
primeru primeru primeru
57°C—45s 60°C—1min | PO L eoec 455 | 35cyMla
.| Jen35)
Prodluzovani Prodluzovani Prodluzovani
72°C-30s 72°C—1min 72°C—-45s
Zavérecné prodluzovani Zavérecné prodluzovani Zavérecné prodluzovani
72 °C—-3 min 72 °C—7 min 72 °C—10 min

Tabulka €. 7: Reakéni podminky pro detekci genl Lr34+Yr18.

Denaturace

94 °C—1min
Nasedani primeru
55°C—1min
Prodluzovani

72 °C—2 min
Denaturace
94°C-30s
Nasedani primeru
55°C-30s
Prodluzovani
72°C-50s
Denaturace
94°C-30s
Nasedani primeru
55°C-30s
Prodluzovani

72 °C—-5min

5 cykld

30 cykld

1 cyklus

2.4 Separace a vizualizace PCR produkti

Po dokonceni reakce PCR priddme ke kazdému vzorku (véetné pozitivnich a negativnich
kontrol) do mikrozkumavky 3 ul nandseci barvy, promichame a kratce sto¢ime na centrifuze.
Do jamek 2% agar6zového gelu naneseme 8 pl kazdého vzorku. Do jamek pred prvnim a za
poslednim nanesenym vzorkem naneseme 5 pl velikostniho standardu 100 bp DNA Ladder.

Elektroforeticka separace fragmentd DNA probihd pfi 60 V, 60 — 90 min, podle velikosti gelu,
poté gel prohlédneme pod UV svétlem na transluminatoru a vyfotime s pouZitim
fotodokumentacniho zafizeni. Velikost vytvofenych produktd amplifikace srovname
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s velikostnim standardem a s poZadovanou délkou marker( detekujicich sledované geny
rezistence (Tab. 1).

Pritomnost fragmentu o poZadované velikosti odpovida pritomnosti daného genu (genu)
rezistence vtestovaném materidlu, absence tohoto fragmentu znaci absenci pfislusného
genu (gend) v testovaném materialu. V pfipadé detekce gent Lr34+Yr18 je jejich pritomnost
detekovana amplifikaci fragmentu o velikosti 150 bp, zatimco absence genl Lr34+Yri8 je
detekovdna amplifikaci fragmentu o velikosti 229 bp (Obr. 1-7).

2.5 Fotografie PCR produkti

Obr. 1: Amplifikace STS markeru F1.2245/Lr10-6/r2 specifického pro gen Lr10. PCR produkty
o velikosti 310 bp znadi pfitomnost genu Lr10 v testovanych materidlech, nepfitomnost
tohoto produktu znaci absenci daného genu. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder, PK
= pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = ptitomnost specifického produktu o
velikosti 310 bp.

Obr. 2: Amplifikace SCAR markeru SCS2655;, specifického pro gen Lr19. PCR produkty o
velikosti 512 bp znadi pfitomnost genu Lr19 v testovanych materialech, nepfitomnost tohoto
produktu znadi absenci daného genu. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder, PK =
pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pfitomnost specifického produktu o velikosti
512 bp.

Obr. 3: Amplifikace SCAR markeru SC5130249 specifického pro gen Lr24. PCR produkty o
velikosti 607 bp znali pfitomnost genu Lr24 v testovanych materialech, nepfitomnost tohoto
produktu znaci absenci daného genu. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder, PK =
pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pfitomnost specifického produktu o velikosti
607 bp.

Obr. 4: Amplifikace kodominantniho markeru specifického pro Zitnou translokaci 1BL/1RS,
ktera je nositelem genu rezistence ke rzem Lr26, Sr31, Yr9 a padli travnimu Pm8. PCR
produkty o velikosti 412 bp znaci pritomnost translokace 1BL/1RS v testovanych materidlech,
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nepritomnost tohoto produktu znaci absenci dané translokace. VS = velikostni standard 100
bp DNA ladder, PK = pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pfitomnost specifického
produktu o velikosti 412 bp.

Obr. 5: Amplifikace TPSCAR markeru SC542157, specifického pro gen Lr28. PCR produkty o
velikosti 570 bp znadi pfitomnost genu Lr28 v testovanych materialech, nepfitomnost tohoto
produktu znaci absenci daného genu. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder, PK =
pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pritomnost specifického produktu o velikosti
570 bp.

Obr. 6: Amplifikace markeru csLV34 specifického pro geny Lr34+Yr18. PCR produkty o
velikosti 150 bp znadi pfitomnost genli Lr34+Yr18 v testovanych materidlech, PCR produkt o
velikosti 229 bp znaci absenci danych gen(. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder, PK =
pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pfitomnost specifického produktu o velikosti
150 bp.

Obr. 7: Amplifikace markeru specifického pro genovy klastr Lr37+Yr17+Sr38. PCR produkty o
velikosti 259 bp znadi pfitomnost genového klastru v testovanych materidlech, nepfritomnost
tohoto produktu znaci absenci daného klastru. VS = velikostni standard 100 bp DNA ladder,
PK = pozitivni kontrola, NK = negativni kontrola, + = pfitomnost specifického produktu o
velikosti 259 bp.
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3. PCR k detekci genu rezistence Pch1
Pracovni protokoly s pfesnym sloZzenim reakéni smési a podminky amplifikace pro detekci
kazdé alely jsou uvedeny v tabulkach 8-9.

3.1 Pracovni postup
Viz. kapitola ,,2.1 PCR — pracovni postup®”.

3.2 Reakcni smés

Tabulka €. 8: SloZeni reakéni smési pro detekci genu Pchl.

Chemikalie Vysledna MnozZstvi

koncentrace v jedné reakci
(1el)

dd H,0 10,58

10x pufr Qiagen (véetné MgCl,) 1x 1,5

MgCl, Qiagen (celkova 1,7 mM 0,12

koncentrace)

dNTP; 0,17 mM 1

Primery (jeden z nich je znacen 0,2 uM 0,6

fluorescenénim barvivem 6-FAM) Premix

Taq polymeraza (Qiagen, 5 U/pl) 1 U/reakci 0,2 14

DNA 25 ng 1

Celkovy objem reakce 15 ul

3.3 Reakéni podminky
Tabulka €. 9: Reakéni podminky pro detekci genu Pchl.

Pocatecni denaturace
95 °C—-5min
Denaturace
94°C-30s
Nasedani primeru
55°C-30s
Prodluzovani
72°C-40s
Zavérecné prodluzovani
72 °C—-5min

40 cykla

3.4 Separace a vizualizace PCR produktii
Produkty amplifikace jsou separovany pomoci kapildrni elektroforézy v ptistroji ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer). Pfed vlastni analyzou je nejprve provedena denaturace
PCR produktd. 0,5 pl produktu smichame s 5,2 pl smési formamidu a velikostniho standardu
Tamra 500 (vzajemny pomér je 4,7 ul formamidu + 0,5 pl Tamra 500) v 0,5 ml zkumavkach
s gumovym vickem, kompatibilnich s analyzatorem ABI PRISM 310. Denaturace probihd 7
min pfi 95 °C vtermocykleru. Poté jsou vzorky kratce ochlazeny na ledu. Vlastni
elektroforéza (jednoho vzorku) probihd 26 min pfi teploté 60 °C. Analyza délky fragment( se
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provadi v programu GeneScan a Genotyper srovnanim s internim velikostnim standardem
Tamra 500 (Applied Biosystems). PCR produkt o velikosti 183 bp odpovidd rezistentnimu
genotypu nesoucimu gen Pchl, absence tohoto fragmentu znaci nachylny genotyp (Obr. 8).

3.5 Fotografie PCR produkti

Obr. 8: Amplifikace STS markeru Xorw1 specifického pro gen Pchl. PCR produkty o velikosti
183 bp znadi pritomnost genu Pchl vtestovanych materidlech, nepfitomnost tohoto

produktu znaci absenci daného genu.
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4. PCR k detekci genu kratkostébelnosti
Pracovni protokoly s pfesnym sloZzenim reakéni smési a podminky amplifikace pro detekci
kazdé alely jsou uvedeny v tabulkach 10-12.

4.1 Pracovni postup
Viz. kapitola ,,2.1 PCR — pracovni postup”.

4.2 Reakcni smési

Tabulka €. 10: SloZeni reakéni smési pro detekci alel Rht-B1a, Rht-B1b, Rht-D1a a Rht-D1b.

Chemikalie Vysledna Mnozstvi v jedné
koncentrace reakci (ul)

dd H,0 10,87

10x pufr (véetné MgCl,) (Roche) 1x 1,5

dNTP; (Roche) 0,2 mM 1,5

Primer F (Sigma-Aldrich) 0,2 uM 0,03

Primer R (Sigma-Aldrich) 0,2 uM 0,03 Premix

Taq polymeraza (Roche, 5 U/ ul) 0,35 U/reakci 0,07 14

DNA 25 ng 1

Celkovy objem reakce 15 ul
4.3 Reakcni podminky

Tabulka ¢. 11 a 12: Reakéni podminky pro detekci alel Rht-Bla, Rht-B1b, Rht-D1a a Rht-D1b.

Rht-Bla, Rht-B1b a Rht-D1b Rht-Dl1a

Pocatecni denaturace Pocatecni denaturace

94 °C—-5min 94 °C—-3 min

Denaturace Denaturace

94°C-30s 94 °C -1 min

Nasedani primer . Nasedani primeru .

65-58 °C —p30 s 7oykla 58°C—1 :ﬂn 45 cykl
— ,touchdown

ProdluZovani Prodluzovani

72°C—1min20s 72 °C—2 min

Denaturace ProdluZovani

94°C—-30s 72 °C—10 min

Nasedani primeru .

53 °C—30ps 23 cykl

Prodluzovani

72°C—1min20s

4.4 Separace a vizualizace PCR produkti

Separace produkt viz kapitola ,2.4 Separace a vizualizace PCR produkt(“.
Pfitomnost fragmentu o poZadované velikosti odpovidda pritomnosti dané alely genu
v testovaném materidlu, absence tohoto fragmentu znadi absenci pfislusné alely genu
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v testovaném materialu. V pfipadé detekce alel Rht-Bla a Rht-B1b je jejich pritomnost
detekovana amplifikaci fragmentu o velikosti 237 bp. V pfipadé detekce alely Rht-D1a je jeji
pfitomnost detekovana amplifikaci fragmentu o velikosti 264 bp a u alely Rht-D1b velikosti
254 bp (Obr. 9-11).

4.5 Fotografie PCR produkti
Obr. 9: Amplifikace specifického PCR produktu o velikosti 237 bp pro alely Rht-Bla a Rht-
B1b. Pfitomnost daného produktu znadi pritomnost alel Rht-Bla a Rht-B1b v testovanych
materidlech, nepfitomnost tohoto produktu znaci absenci danych alel. VS = velikostni
standard 100 bp DNA ladder.

Obr. 10: Amplifikace specifického PCR produktu o velikosti 264 bp pro alelu Rht-Dia.
Pfitomnost daného produktu znaci pfitomnost alely Rht-D1a v testovanych materidlech,

nepritomnost tohoto produktu znaci absenci dané alely. VS = velikostni standard 100 bp DNA
ladder.

-tsmmv-a-g

[

Vs

Obr. 11: Amplifikace specifického PCR produktu o velikosti 254 bp pro alelu Rht-D1b.
Pfitomnost daného produktu znadi pritomnost alely Rht-D1b v testovanych materidlech,

nepritomnost tohoto produktu znaci absenci dané alely. VS = velikostni standard 100 bp DNA
ladder.
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.  SROVNANiI NOVOSTI POSTUPU

Metodika uvadi jedinecny souhrn podrobnych optimalizovanych postupl umoznujici
spolehlivou detekci ndsledujicich genl Lr10, Lr19, Lr24, Lr26+Sr31+Yr9+Pm8, Lr28,
Lr34+Yr18, Lr37+Yr17+5r38, Pchl, Rht-B1 a Rht-D1. Metodika vychdzi z publikovanych
molekuldrnich marker( pro dané geny, ale vSechny protokoly k jejich detekci uvadi v jedné
publikaci s pfesnym spolehlivé ovéfenym postupem. Diky tomu je moziné uvedené geny
rutinné stanovovat v bézné laboratofi s vybavenim pro pouziti metody PCR.

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je vhodnd pro pouziti v laboratotich Slechtitelskych stanic, pfipadné jinych
pracovist, zabyvajicich se detekci gend rezistence pSenice pomoci PCR markert. Markery,
uvedené v této metodice, jsou vhodné pro rutinni pouZziti a poskytuji reprodukovatelné
vysledky. Pracovni postupy jsou optimalizované tak, Ze umoznuji spolehlivou a rychlou
detekci vybranych genl (Lr10, Lr19, Lr24, Lr26+Sr31+Yr9+Pm8, Lr28, Lr34+Yr1s,
Lr37+Yr17+Sr38, Pch1, Rht-B1 a Rht-D1).

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Cena izolace jednoho vzorku kitem GeneAll je priblizné 80 K¢, kitem Qiagen pfiblizné 115 K¢
a s pouzitim CTAB 5 K&. Casovda ndroénost izolace je priblizné jedna hodina s pouzitim izolaéni
soupravy a tfi hodiny s pouzitim CTAB, bez zapoditani ¢asu nutného k mechanickému
rozdrceni vzork(l a pripravé roztok.

Naklady na jednu PCR pro jeden vzorek jsou pfiblizné v rozpéti 150 — 200 K¢, podle objemu
reakce a pouzitych chemikalii. Ndklady na elektroforézu s pouzitim agarézového gelu jsou 4
K¢ za vzorek. Maximalni pocet vzorkl, které je moiné analyzovat v jednom béhu v
termocykleru je 96. Reakce trvaji priblizné 2 hodiny, horizontdIni elektroforéza 1 — 2 hodiny
podle velikosti gelu (poctu vzorka).

Cena detekce genu Pchl s vyuzitim kapildrni elektroforézy je pfiblizné 250 K¢ (véetné PCR) za
jeden vzorek. Maximalni pocet vzork(i, které je mozZné analyzovat v jednom béhu v
genetickém analyzdtoru ABI PRISM 310 je 48. Analyza jednoho vzorku trva pfriblizné pal
hodiny, ddle je potieba cas k vyhodnoceni vysledkl v programech GeneScan a Genotyper.
Nejsou zapoditany naklady na zatizeni laboratore, které jsou jednorazové vysoké (zejména
vybaveni pro kapiladrni elektroforézu), nicméné metodika je spiSe uréena pro jiz zatizené
laboratofe molekuldrni biologie.

Hlavni ekonomicky pfinos metodiky spociva v casové a finanéni Uuspore (zejména spotreba
chemikalii), které je dosazeno tim, Ze odpadd nutnost zdlouhavé optimalizace reakci a
testovani spolehlivosti marker(i. VSechny vybrané markery je mozné podle uvedenych
protokoll rutinné pouZzivat pfi procesu markery asistované selekce.

Diky markery asistované selekci béhem procesu Slechténi dochdzi k dalsi Uspore ¢Easu i
financi vzhledem k tomu, Ze neni nutny vysev a hodnoceni vSech genetickych materidla v
polnich podminkach. Ndklady na roc¢ni agrotechnické Upravy polnich pokus( jsou pfiblizné
6000 K¢, které Ize uSetfit s vyuzitim markery asistované selekce, protoze vybrané geny lze
stanovit pomoci PCR uz v raném stadiu rostlin.
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