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Souhrn

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednou ze zemédé€lsky nejdileZitéjSich plodin.
V soucasnosti je zdrojem pfiblizné 20 % kalorii pfijimanych lidmi po celém svété. ZvySovani
jeji produkce je podstatné pro zajisténi dostatku potravy a spole¢enské stability. Zelena revoluce
v 60. letech minulého stoleti znamenala vyrazny narGst v produkci pSenice s vyuZitim
uspésnych Slechtitelskych programi, aviak produkce by se vzhledem k narastu poctu lidi méla
do roku 2050 zdvojnasobit. ZvySeni vynosového potencialu je kli¢ové k dosazeni tohoto cile.

Studium p3enice je komplikovano jejim velkym hexaploidnim genomem. Proto se jako
model genomu A ¢asto pouziva diploidni pSenice jednozrnka (T. monococcum L.), ktera muize
také poslouzit jako zdroj gent ke zlepSeni vlastnosti pSenice seté.

Predkladana bakalarska prace se sklada z teoretické a praktické casti. Teoretickd Cast je
zamétena na metody zkoumani pSenice. Cilem praktické ¢asti bylo genotypovani verifika¢nich
mapovacich populaci F, T.monococcum L. a verifikace lokusi kvantitativnich znakt
mapovanych na Fgi, mapovaci populaci vzniklé kiizenim T. monococcum L. DV92
a T. boeoticum Boiss. G3116.

Jednomarkerovou regresi a jednofaktorovou analyzou rozptylu bylo detekovano
30 lokusti kvantitativnich znak®l. 13 ztéchto lokust bylo verifikovano, a to 5 lokust pro
rozkladitost trsu na chromozémech 2A™ a 5A™, 3 lokusy pro chlupatost listd na 3A™ a 5A™,
2 lokusy pro dobu kveteni na LA™, 1 lokus pro vy3ku rostliny na 2A™, 1 lokus pro délku klasu

na 4A™a 1 lokus pro hustotu klasu na 4A™.



Summary

Common wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important agronomic crops. It is
asource of approximately 20 % of calories consumed by humans all around the world.
Production growth is essential to ensuring food supply and social stability. The Green
Revolution in the 1960s meant a significant increase in grain production driven by successful
breeding management. However, the production should be doubled by 2050 to meet the
demands from the rising human population. Improvement in the yield potential is crucial
to fulfil this challenge.

Wheat’s large hexaploid genome complicates the research; therefore, diploid Einkorn
wheat (T. monococcum L.) is often applied as a model of genome A and also can be used as
a source of genes to enrich the gene pool of common wheat.

This Bachelor’s thesis consists of a theoretical and a practical part. The theoretical part is
focused on methods of wheat research. The aim of the practical part was to genotype the F;
verification mapping populations of T. monococcum L. and to verify quantitative trait loci
mapped on the Fg1, mapping population generated from a cross between T. monococcum L.
DV92 and T. boeoticum Boiss. G3116.

30 quantitative trait loci were detected by single-marker regression and one-factor
analysis of variance. 13 of them were verified: 5 loci for tuft shape on chromosomes 2A™ and
5A™, 3 loci for leaf hairiness on 3A™ and 5A™, 2 loci for flowering time on 1A™, 1 loci for plant

height on 2A™, 1 loci for spike length on 4A™ and 1 loci for spike density on 4A™.
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1 Uvod

Psenice je hlavni péstovanou plodinou v zemich mirného podnebného pasu. Miize za to nejen
jeji schopnost adaptovat se, vysoky vynosovy potencial a jednoduché uskladnéni, ale také lepek,
jeZ je obsazen v pSeni¢nych zrnech, ktery umoZiuje zpracovat tésto na pecivo, nudle, té€stoviny
a dal§i potravinaiské vyrobky. PSenice je také dobrym zdrojem napiiklad esencialnich
aminokyselin, vitaminQ, mineralt a vlakniny.

Elitni kultivary pSenice seté v3ak vykazuji omezenou genetickou diverzitu, coZ vyvolava
obavy, zda pijde navysit nebo dokonce jen udrZzet vynos a kvalitu zrna s ohledem na choroby,
Skiidce a ménici se podminky prostfedi. Navic rostouci lidska populace spotifebovava stale vice
pSenice. Vzhledem Kk tomu, Zze neni mozné neustale rozSifovat osevné plochy, je nutné se
zamg&fit na péstovani odriid s vyS$$im vynosovym potencidlem a odolné&jSim vici biotickym
a abiotickym faktorim. Jednou z mozZnosti je pouZiti ptibuznych a stale divoce rostoucich druht
pSenice, zédkladem cehoz je studium gend a moznosti jejich vyuziti. Studium ztézuje velikost
a slozitost genomu hexaploidni pSenice. Proto se ke zjednoduseni pouzivaji ptibuzné druhy
s niz§im stupném ploidie. Mezi né patii napiiklad pSenice jednozrnka, kterd naSla uZiti jako
geneticky model ke studiu a mapovani znaka.

Predkladana bakalaiska prace se zabyva studiem zemédélsky vyznamnych znaki pSenice.



2 Cile prace

Predkladana bakalaiska prace sestava z teoretické a praktické ¢asti. Cilem teoretické ¢asti bylo
vypracovani literarni reSerSe na téma p3enice jako dtlezity zdroj potravy a metody zkoumani
pSenice. Cilem praktické casti bylo genotypovani verifika¢nich mapovacich populaci F
Triticum monococcum L. a verifikace lokust kvantitativnich znakd identifikovanych
na Fs.1.2 mapovaci populaci vzniklé kiizenim T. monococcum DV92 a T. boeoticum Boiss.
G3116.



3 Literarni prehled

3.1 Obiloviny

vvvvvv

kalorii pfijimanymi lidmi (Alexandratos a Bruinsma, 2012). NaleZi do Celedi jednodéloznych
rostlin lipnicovité (Poaceae Barnhart), fadu lipnicotvaré (Poales Small). Mezi zemédélsky
vyznamné obiloviny se fadi napiiklad rody pSenice (Triticum L.), Zito (Secale L.), je¢men
(Hordeum L.), oves (Avena L.), kukufice (Zea L.) aryZze (Oryza L.).

Zejména rod pSenice je pro ¢lovéka dilezity jako jeden zhlavnich zdroji potravy
uz po tisice let. Spolu sryzi akukufici patii k obilovinam s nejvétsi celosvétovou produkci

dosahujici celkové 2,5 miliardy tun ro¢né (www.fao.org/faostat, Udaje za rok 2016), avSak

oproti témto dvéma plodinam se pSenice péstuje na vétsim arealu, sahajicim od Ruska a Norska

aZ po Argentinu (Smartt a Simmonds, 1995; Shewry, 2009), viz Obr. 1.
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Obr. 1: Oblast péstovani pSenice v roce 2002 a oblast puvodu dnes péstovanych druhti pSenice. Jeden
gerveny bod odpovida produkci 20 000 tun pienice ro¢né. Cisla 1-7 odpovidaji archeologickym
lokalitam, kde byly nalezeny vzorky domestikovanych obilovin starSi nez 9000 let: 1. Tell Aswad;
2. Abu Hureyra; 3. Cafer HOyik; 4. Jericho; 5. Cayoni; 6. Nahal Hemar; 7. Nevali Cori. Upraveno podle
Lantican a kol. (2005) a Dubcovsky a Dvotéak (2007).


http://www.fao.org/faostat/

3.1.1 Rod psSenice

Do zemédélsky vyznamného rodu pSenice (Triticum) se fadi druhy diploidni, tetraploidni
a hexaploidni (Dorofeev a kol., 1979). Vybrané druhy p3enice jsou uvedeny v Tab. 1. V tabulce
jsou uvedeny i vybrané druhy mnohostétu (Aegilops L.). Tento blizce pfibuzny rod nékteti

autoii (Bowden, 1959; Yamane a Kawahara, 2005) fadi do spole¢ného rodu Triticum-Aegilops.

Tab. 1: Piehled vybranych zastupcu rodu Triticum a Aegilops (podle Bowden, 1959; Dorofeev a kol.,
1979; Kimber a Tsunewaki, 1988; Dvorak a kol., 1993; Goncharov, 2002; Yamane a Kawahara, 2005;
Goncharov a kol., 2009).

Ploidie Vybrani zastupci roda Triticum a Aegilops Genom
Diploidni druhy T. urartu Thum. ex Gandil. AUA

T. boeoticum Boiss. ATAT

T. monococcum L. ATAM

T. sinskajae A. Filat. et Kurk. ATAT

Ae. speltoides Tausch SS

Ae. tauschii Coss. DD
Tetraploidni druhy  T. dicoccoides (Korn. ex Aschers. et Graebn.) Schweinf. BBA'AY

T. dicoccum (Schrank) Schuebl. BBA'AY

T. turgidum L. BBA'AY

T. durum Desf. BBA'AY

T. polonicum L. BBA'AY

T. militinae Zhuk. et Migusch. BBA'AY

T. timopheevii (Zhuk.) Zhuk. GGA'A"
Hexaploidni druhy  T. aestivum L. BBA'A'DD

T. spelta L. BBA'A'DD

T. compactum Host BBA"A'DD

T. sphaerococcum Perciv. BBA'A'DD

T. zhukovskyi Menabde et Erizjan GGA'A'ATA™

PSenice je lidmi péstovana pro obzivu po vice nez 10 000 let. Pocatky sahaji k neolitickeé
revoluci, ktera znamenala piechod od lovu a sbéru potravy Kk cilené domestikaci rostlin
a zivocicht (Shewry, 2009). Vyhodami, kvtli kterym se rozsitilo péstovani pSenice, byly nejen
dobry vynos a nutri¢ni hodnota, ale také snadné skladovani a transport (Feuillet a kol., 2008).

Studium genetickych vztahti mezi divokymi a domestikovanymi formami diploidni
pSenice jednozrnky a tetraploidni dvouzrnky naznacuje, Ze tyto druhy byly domestikovany
v oblasti oznacované jako Urodny puilmésic, pfesnéji na uzemi soucasného jihovychodniho
Turecka (Heun, 1997; Dubcovsky a Dvotak, 2007). Na archeologickych lokalitach v této oblasti
byly nalezeny ohotelé klasky a zrna domestikované psenice jednozrnky ve vrstvach o stari
ptiblizné 10 tisic let (Haldorsen a kol., 2011).

Klasy planych p3enic se po dozrani rozpadaji na jednotlivé klasky, kdeZto klasy

domestikovanych pSenic se nerozpadaji a klasky se zrny se uvoliuji az vymlatem. Klasy



riznych druhti pSenice, viz Obr. 2, se lisi napiiklad poctem klasku a kvétt v Klascich,

mnozstvim a tvarem osin, rozpadavosti klasu, velikosti zrn a obaly na zrnech.

Obr. 2: Klasy vybranych druhti pSenice a mnohostétu: (i) T. urartu; (ii) Ae. speltoides; (iii) Ae. tauschii;
(iv) T. monococcum; (v) T. dicoccoides; (vi) T. durum; (vii) T. aestivum. Upraveno podle Feuillet a kol.
(2008).

Klasky planych a domestikovanych druht se 1i$i jizvami po odlomeni vietene klasu
(viz Obr. 3). Pravé ztrata rozpadavosti klasu byla zasadni genetickou zménou, ke které
domestikaci doslo, a je piimo spojena se zacatky zemédélstvi a usedlého zplsobu Zzivota.
U pSenice dvouzrnky (T. dicoccum) se gen zodpovédny za rozpadavost klasu, Br (brittle

rachis), nachazi na chromozému 3A" a 3B (Nalam a kol., 2006; Tanno a Willcox, 2006).
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Obr. 3: Rozdil mezi rozpadavymi klasy plané p3enice T. boeoticum a nerozpadavymi klasy

domestikované T. monococcum: a) klas T. boeoticum; b) klasek T. boeoticum s hladkou jizvou; ¢) zrna
T. boeoticum; d) klas T. monococcum; e) klasek T. monococcum se zubatym zlomem; f) zrna

T. monococcum. Upraveno podle Kilian a kol. (2010).



Dalsimi dulezitymi znaky domestikace pSenice jsou ztrata tuhych obalt, kterd vedla
od pluchaté k nahé pSenici, zvétSeni velikosti zrn, snizeni urovné odnozovani, vzpiimeny rust
rostliny a redukovana dormance semen (Dubcovsky a Dvorak, 2007). Pro proces domestikace je
dalezity lokus Q. Domestikované druhy pSenice s alelou Q se vyznacuji nelamavym vietenem
klasu, tzv. free-threshing pluchami (loupani je snazsi oproti non-free-threshing) a tzv. square-
headed klasem (nese vice klaskt). Gen Q byl u T. aestivum mapovan na dlouhém rameni
chromozému 5A" (Faris a Gill, 2002).

V soucasnosti pSenice poskytuje piiblizn€ 20 % kalorii konzumovanych clovékem a jeji

ro¢ni celosvétova produkce dosahuje ptiblizné 750 miliond tun (www.fao.org/faostat, Udaje

zarok 2016). Ztoho 95 % je pSenice setd pouzivana zejména pro piipravu peciva a 5 % je
pSenice tvrda (T. durum), z niz se vyrabi téstoviny. Jednozrnka (T. monococcum), dvouzrnka

(T. dicoccum) a p3enice Spalda (T. spelta) jsou ekonomicky mén¢ vyznamné (Shewry, 2009).

3.1.2 Triticum aestivum L.

V dnesni dobé je zemédélsky nejdulezitéjsi pSenice setd (T. aestivum). Ma hexaploidni genom
(2n = 6x = 42; Sakamura, 1918) o celkové velikosti ptiblizné 16,95 Gbp (Bennett, 1991), ktery
se sklada ze tfi subgenomi AY, B a D.

PSenice setd vnikla hybridizaci mezi ruznymi druhy. Tato allopolyploidie vedla
ke spojeni genomu rostlin adaptovanych na jiné prostiedi, a tudiz ke vzniku nového druhu
potencialn¢ adaptovaného na vétsi areal kombinujici rtizné piirodni podminky (Dubcovsky
a Dvorak, 2007). Genom A pochazi od diploidniho druhu T. urartu, genom B pak od dosud
nezjisténého druhu ze sekce Sitopsis, ptibuzného s druhem Aegilops speltoides (Dvotak a kol.,
1988; Dvortak a Zhang, 1990; Dvoiak a kol., 1993). Hybridizaci téchto dvou druht pted asi pil
milionem let vznikl tetraploidni druh T. dicoccoides, ze kterého byl domestikovan naptiklad
dnes stale péstovany druh T.durum (pSenice tvrdd). Tetraploidni druhy p3enice jsou oproti
pSenicim diploidnim vice adaptované na meénici se podminky prostiedi, jsou vice
zivotaschopnéjsi a maji vyssi vynosovy potencial (Dubcovsky a Dvotak, 2007).

Domestikovana tetraploidni T. durum se pfed pfiblizné 10 000 lety zkiizila s divoce
rostoucim diploidnim druhem Ae. tauschii, ktery je donorem genomu D, a vysledkem byl
hexaploidni druh T. aestivum (viz Obr. 4). Ten se poprvé zacal péstovat piiblizn¢ pred 7000

lety.


http://www.fao.org/faostat/
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Obr. 4: Fylogeneticky vyvoj druhu Triticum aestivum. Pfiblizna doba divergence a hybridizace uvedena
v milionech let: 1 ... divergence vedouci ke vzniku roda Triticum (A) a Aegilops (B); 2 ... hybridizace
mezi liniemi A B za vzniku genomu D; 3 ... hybridizace mezi druhem (BB) piibuznym s Aegilops
speltoides a T. urartu (A"AY) vedouci ke vzniku druhu T. dicoccoides (BBA"AY); 4 ... hybridizace mezi
T. durum (BBA"AY) a Ae. tauschii (DD) za vzniku T. aestivum (BBA"A'DD). Upraveno podle Marcussen
a kol. (2014).

Oproti tetraploidni pSenici je hexaploidni pSenice lépe adaptovana na kontinentalni klima
centralni Asie anariznou fotoperiodu a podminky jarovizace. Je vice tolerantni k solim,
nizkému pH, hliniku v padé a mrazu. Ma zvy$enou odolnost k nékterym $kidctim a chorobam.
Genom D také kdduje proteiny, jez ovlivituji mékkost endospermu zrn a zadrzuji CO, b&hem
kynuti tésta, a proto je mouka vyrabéna ze zrn pSenice seté obzvlasté vhodna pro pekarensky
pramysl. Pravé diky zminénym faktorim je v soucasnosti pSenice setd tak rozsifenym druhem.
Jako modelovy organismus ke studiu pSenice seté se pouZiva diploidni p3enice jednozrnka,
ktera také muize slouzit jako zdroj vhodnych genti (Dubcovsky a Dvorak, 2007; Feuillet a kol.,
2008; Zohary a kol., 2013).

3.1.3 Triticum monococcum L.

Diploidni druh pSenice T. monococcum L. (2n = 2x = 14; Sakamura, 1918) tvoii obvykle jedno
zrno na klasek, a proto se také nazyva pSenice jednozrnka. V minulosti méla jednozrnka velky
vyznam jako zdroj potravy, nebot’ vynos je sice pomérné nizky, ale je schopna rist v ptidach
chudych na ziviny, je odolna vii¢i mrazu a riznym $kidcim. Jednozrnka byla jednou z prvnich

domestikovanych plodin. V neolitu byla hlavni péstovanou obilovinou, ale jeji duilezitost se
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od doby bronzové zacala zmenSovat kvili vyhodnéjsi free-threshing T. aestivum a T. durum.
V nynéjsi dobé se péstuje ke krmeni zvifat v hornatych &astech Turecka, Itlie a Spandlska.
Divoce roste na pohotich obklopujicich oblast trodného pulmésice. Pravé zde byla pied
priblizn¢ 10 000 lety domestikovana z plané p3enice T. boeoticum. Domestikovand a plana
jednozrnka je morfologicky stejna, obé jsou diploidni a maji totoZzné chromozomy. Lisi se vSak
zejména zpusobem §ifeni semen. Zralé klasky plané jednozrnky se od vrcholu oddé€luji a padaji
na zem. Oproti tomu klas domestikované jednozrnky zistava vcelku a na klasky se rozpada
aZz mlacenim (Heun, 1997; Zohary a kol., 2013).

Jednozrnka je blizce piibuzna s T. urartu, kterd je donorem subgenomu A" T. aestivum.
Pro T. aestivum je jednozrnka dobrym modelovym organismem (Dubcovsky a kol., 1996).
Oproti kulturnim pSenicim je jednozrnka vice geneticky variabilni. Nebyla intenzivné §lechténa
a stale existuje jeji plany predek T. boeoticum. Jednozrnka tedy muze poslouzit ke zlepSeni
kvality Slechténych pSenic jakoZzto zdroj vhodnych gend (Dubcovsky a kol., 1996; Feuillet
akol., 2008; Zohary a kol., 2013). K¥izeni mezi T. monococcum a T. aestivum mize zajistit
dobry pienos Zzadanych alel zchromozému divoce rostoucich druhi do homeolognich
chromozémi kultivovanych druhit bez vyznamného sniZeni fitness vlivem linkage drag.
T. monococcum muze byt kiizeno s T. aestivum piimo s naslednymi jeden az dvéma zpétnymi
kiizenimi k obnoveni fertility. Jingym zptsobem je pienos pies triploidni hybridy (tzv. triploid
bridge) bud vyuzitim T.durum nebo kiizenim autotetraploidni formy T. monococcum
s T. durum (Singh a kol., 2008; Fedak, 2015).

Jednozrnka je cennym zdrojem genii rezistence proti rzi travni (Puccinia graminis Pers.),
rzi pSeniéné (Puccinia triticina Erikss.), snéti indické (Tilletia indica Mitra), rzi plevové
(Puccinia striiformis Westend.), padli travnimu (Blumeria graminis (DC.) Speer), fuzarioze
klasu (zptsobené riznymi druhy Fusarium) a nékterym viram (virova éarkovitd mozaika
pSenice a dalsi). Také je naptiklad zdrojem genti odolnosti vii¢i mrazu Fr a ovlivijicich tvrdost
zrna Pina a Pinb (Fedak, 2015). Jednozrnka nalezla uplatnéni jako geneticky model ke studiu

a mapovani zemeédélsky vyznamnych znaku pSenice.



3.2 Agronomicky vyznamné znaky

vvvvvv

chlupatost, ¢as kveteni, velikost zrna, tvar zrna a obsah proteint v zrnech. U pSenice je vétSina

agronomicky vyznamnych znakt kvantitativnich (Borner a kol., 2002).

3.2.1 Vynos
ZvySeni vynosu pSenice, vyznamného agronomického znaku, je cilem $lechtitelskych programut
uz po desetileti. Jedna se o kvantitativni znak s nizkou heritabilitou, jeZ je podminén vice geny
aje znacné ovlivnén prostfedim (Cuthbert a kol., 2008). Vysoky vynos je obvykle spojen
S niz§im obsahem proteind v zrnu a zpozdénym zranim. Slechtitelské programy se tak snaZi
zvysit vynos pSenice bez nezadouciho sniZzeni kvality zrna. Vy3siho vynosu neni dosahovano
jen zvySenim vynosového potencialu jako takového, ale ¢asto i zlepSenim odolnosti vici
biotickému a abiotickému stresu, ktery jinak miZe vynosovy potencial limitovat (Mergoum
a kol., 2009).
Vynos ma tii hlavni komponenty (Acevedo a kol., 2002), viz schéma na Obr. 5:

1. Pocet klasti na m?

2. Pocet zrn na klas

3. Hmotnost zrn

¥V 5

Seti Vzchazeni OdnoZovani Sloupkovani Metani Kveteni Zrani

Pocet rostlinnam?  Podet klaski na m?

Pocet klasti na m?

Pocet zrn na klas
2

Pocet zrn na m

Hmotnost zrn
Komponenty vynosu
Obr. 5: Schéma riistu psenice. Usecky znazoriiuji ¢asova obdobi, kdy se vytvaii jednotlivé komponenty

vynosu. Upraveno podle Slafer a Rawson (1994).



Pocet klasii na m?

Prvnim komponentem vynosu je pocet klasti vytvarenych rostlinou. Je zavisly na hustoté vysevu
semen a na poc¢tu plodnych odnozi. OdnoZe se u pSenice vytvareji v UZlabi hlavniho stonku
v odnoZovacim uzlu. Pocet odnozi nesenych rostlinou je zavisly na genotypu, prostiedi
a vysevku. Zimni pSenice ma odnozi vice nez jarni. Jen ¢ast odnozi vytvaii klasy, ty se oznacuji
jako plodné odnoze. Sterilni odnoze klasy netvoii (Acevedo a kol., 2002). Za vhodnych

podminek se na pSenici vytvati dvé az tfi plodné odnoze (Acquaah, 2012).

Pocet zrn na klas

DalSi komponent vynosu, pocet zrn na klas, je zavisly na poctu klasku vytvafenych na klasu,
respektive na poctu fertilnich kvitkli zalozenych v klasku. Klaskdi se na klasu tvoii 10—
25 a kazdy klasek nese 1-5 kvitkd. Jen 2-3 kvitky jsou vSak obvykle fertilni. T. aestivum
vytvari v zavislosti na odrudé a vnéj$im prostiedi piiblizné 35-75 zrn na klas (Hobbs a Sayre,
2001; Acquaah, 2012).

Hmotnost zrn

zrn (thousand kernel weight, TKW). Jeden tisic zrn vazi 20-50 g, piicemz zalezi na konkrétni
odrid¢é a prostiedi. Velikost zrn na klasu se 1iSi. Nejvétsi zrno je druhé odspodu, smérem
k vrcholu se pak zrna zmenSuji. Vaha jednotlivych zrn je také zavisla na jejich celkovém
vyprodukovaném mnozstvi. Cim vice zrn jedna rostlina produkuje, tim jsou mensi. (Hobbs

a Sayre, 2001).

3.2.2 Vyska rostliny
Jednim z dtlezitych znaku je vyska rostliny. Kratsi rostliny jsou méné nachylné na nevyhovujici
povétrnostni podminky. Jejich stonky nepoléhaji a mohou nést tézsi klasy. Navic do rastu
investuji méné energie, kterou tak mohou vyuzit na tvorbu zrn. Odridy pSenice
s modifikovanymi geny Rht (reduced height; naptiklad Rht-1 nebo Rht-2) maji oproti
normalnim rostlinam mensi vzrist, nebot’ maji snizenou citlivost na rostlinny hormon kyselinu
giberelovou (Appleford a kol., 2007). Optimalni vyska rostliny pro nejvétsi potencialni vynos je
70-100 cm (Fischer, 2001). Zavedeni péstovani kratkostébelnych odrid pSenice vedlo
K tzv. zelené revoluci, pii které doslo k vyraznému naristu v zemédélské produkci.

Gonjiro Inazuka v roce 1935 kiizenim japonskych a americkych odrid psenice ziskal
kratkostébelnou odriidu psSenice nazvanou Norin 10. Orville Vogel pomoci této odrudy
vyslechtil vysoce vynosové (high-yielding variety, HYV) kratkostébelné odridy ozimé pSenice.

V roce 1952 téchto odrud dale vyuzil Norman Borlaug ke kiizeni s mexickymi odridami.
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Vysledni kiiZenci, HYV odolné k poléhani, se zacdali v 60. letech 20. stoleti péstovat v Mexiku,
Indii a Pakistanu. Produkce p3enice se v téchto zemich zdvojnasobila. Borlaug v roce 1970
obdrzel Nobelovu cenu miru, nebot’, jak komise odivodnila, se tehdy vice nez kdokoliv jiny
zasadil o poskytnuti potravy hladovému svétu, ¢imz piispél k zachovani miru ve svété (Borlaug,

1981; Swaminathan, 2009; Lumpkin, 2015).

3.2.3 Chlupatost

Dalsim vyznamné&j$im znakem je chlupatost, jez je spojena s odolnosti rostlin. Chlupy (neboli
trichomy), vyrustajici na listech ¢i stoncich, zajist'uji zvySenou ochranu rostliny vici faktoram
biotickym (napfiklad rizny hmyz a bylozravci) i abiotickym (sucho ¢i chlad). Chlupatost je
fizena vice geny, jejichz exprese se lisi i vnitrodruhové v zévislosti na prostfedi. Trichomy
T. aestivum jsou jednobunécné, nevétvené a jejich mnozstvi a délka je pro jednotlivé odrudy

charakteristickd (Doroshkov a kol., 2011).

3.2.4 Kveteni
Vhodna doba kveteni je kli¢ova pro pieziti pSenice a dobry vynos. Je ovlivnéna vice geny
a vlivy vnéjsiho prostfedi, zejména teplotou a délkou dne. V piipadé, Ze by kveteni v mirném
podnebném pasu zacalo pfili§ brzy na jafe, je zvySeno riziko zmrznuti kvitkd. Naopak zpozdéné
kveteni neni vyhodné kvuli vyssi teploté, a tedy sniZzené pudni vlhkosti. Za vétSinu variability
kveteni odpovidaji tfi skupiny gent s velkym u¢inkem. Geny vernaliza¢ni (Vrn), fotoperiodické
(Ppd) a ranosti per se (Eps).

Vystaveni rostliny nizkym teplotdm, aby mohla na jafe vykvést, se nazyva vernalizace
(také jarovizace, podle latinského vernalis — jarni). Vernalizace zabezpeuje, ze rostlina
nevykvete v nespravnou dobu (jesté pied zacatkem zimy). Podle vlivu vernalizace se odridy
pSenice déli na ozimy, jafiny a presivky. Ozima pSenice se vyséva na podzim, vykli¢i a viici
mrazu odolné rostliny s pfizemnimi listy pfeckaji ve vegetativni fazi do jara. S ndstupem
vysSich teplot a delSich dni poté piechazi do faze reprodukéni, k ¢emuz predtim potiebuje
prodélat nékolikatydenni vernalizaci. Oproti tomu jafiny se vysévaji na jafe, ke kveteni
vernalizaci nevyzaduji a vi¢i mrazu jsou jen malo odolné. V soucasnosti méné péstované
presivky snaseji vysev na podzim i na jaie (Flood a Halloran, 1986; Zhang a kol., 2009).

Fotoperioda je ¢asovy usek, po ktery je rostlina vystavena slune¢nimu zaieni v cyklu
24 hodin. Rostliny citlivé na fotoperiodu nepiechdzi do reprodukéni faze dfive, nez nastane
hraniéni délka dne. Dé&li se na rostliny dlouhodenni (indukce kveteni dlouhymi dny)
a kratkodenni (nevyZaduji indukci kveteni délkou dne). Existuji odrady pSenice jak kratkodenni,

tak dlouhodenni. V naSi zemépisné $ifce se péstuji odridy dlouhodenni. Rostliny necitlivé
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naopak mohou na jare kvést hned po zvyseni teploty. U nékterych kultivarti ozimé pSenice muze
byt vernalizace nahrazena kratkymi dny (Evans, 1987).

Geny ranosti pak mohou byt definovany jako vSechny geny ovliviiujici Cas kveteni mimo
ty, jenz jsou zapojeny do vernaliza¢ni nebo fotoperiodické drahy. Slouzi k jemnému doladéni

doby kveteni (Lewis a kol., 2008).

3.2.5 Velikost a tvar zrna

Hmotnost zrna, dulezity komponent vynosu, je ovlivnéna rozméry zrna (kernel dimensions,
KD), respektive délkou (kernel length, KL) a $itkou zrna (kernel width, KW; Cui a kol., 2011).
Velikost a tvar zrna jsou znaky na sob¢ nezavislé. Domestikace vedla od dlouhych a uzkych zrn
k zrnim krat$im a tlustSim (viz Obr. 6). Proces domestikace v3ak spiSe vedl k selekci vétsich
zrn nez k n&jakému jejich specifickému tvaru. Ten se stal dilezitym az v posledni dobg, nebot’

ovliviiuje mleti, a tedy vynos a kvalitu mouky (Gegas a kol., 2010).

Monococcon (diploidni druhy) Dicoccoidea (tetraploidni) Triticum (hexaploidni)

T aestivim T vavilovii

T. boeoticum T monococcum T urartu I dicoccoides T dicoccum T ispahanicum T timopheevii

Obr. 6: Rozdilné velikosti a tvary zrn u vybranych druhti pSenice. Délka Gsecky rovna 3 mm. Upraveno

podle Gegas a kol. (2010).

3.2.6 Kvalita zrna

Rust poctu obyvatel na Zemi je spojen s potfebou vétsi produkce potravin. K ochrané zivotniho
prostfedi je nicméné nutné navysit vynosovy potencial pSenice a kvalitu zrn namisto dal$iho
pretvafeni krajiny na zemédé€lskou padu. Kritéria, podle kterych se posuzuje kvalita zrna, se lisi
podle vyuziti. Naptiklad potravinaisky pramysl vyzaduje vysoky obsah proteinti, naopak
vyrobci bioetanolu vyssi podil Skrobu. Kvalita zrn je obecné posuzovana podle vahy, tvrdosti,
barvy, vlhkosti, poSkozeni, ¢istoty, obsahu proteind a aktivity a-amylazy. Posledni dvé kritéria
jsou zvlasté dulezita, pokud je zrno uréeno k potravinaiské vyrobe.

Hlavnim komponentem zrna je $krob, ktery je v susiné zastoupen ze 70-75 %. Skrob je
latka slozena ze dvou polysacharidi, amylozy a amylopektinu, vody a v men$im mnoZstvi
z proteinii a lipidi. Skrobova zrna jako takova maji jen maly vliv na funkéni vlastnosti mouky.
Avsak mletim poskozena skrobova zrna snadnéji podléhaji enzymatické hydrolyze na dextriny

a jednodussi cukry (zejména maltdzu) G¢inkem o- a B-amylaz. Disacharid maltéza slouZzi jako
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substrat pii kvaseni tésta kvasinkami nebo bakteriemi. Proto je pro pfipravu kynutého peciva
preferovana jemn¢ rozemleta mouka, ktera obsahuje vice mechanicky poskozenych skrobovych
zrn (Morris a Rose, 1996; Pefia, 2002). Druhym vyznamnym komponentem zrna jsou proteiny,
kterych je obsazeno 8-17 %. Priblizn¢ 78-85 % zaujima protein lepek. Lepek ovliviiuje
viskoelasticitu tésta, a tedy typickou strukturu riznych druht peciva. Je tvofen z ve vodé malo
rozputnych proteinti gliadint a glutenintt (MacRitchie, 1994). Obsah lepku v mouce piimo
umérné urcuje tzv. silu mouky. Té&sto ze silné mouky zadrZuje velky objem oxidu uhli¢itého
uvoliiovaného pii kvaseni (kynuti) a z takovéhoto tésta se pece zadané kypré pecivo. DalSimi
komponenty zrna jsou lipidy, minerélni latky (naptiklad fosfor, draslik, sira, hot¢ik, vapnik,
zinek, Zelezo, mangan, méd’, bor, molybden a selen), vitaminy (zejména ze skupiny B a E)
a voda (Bushuk, 1998; Hussain a kol., 2010).

3.3 Genetické mapy

Ke studiu znakt, véetné vySe zminénych zemédélsky dulezitych znakt, je potieba znat geny,
které je ovliviiyji a jejich pofadi na chromozOmech. Genetické mapy jsou nepostradatelnym
nastrojem pii analyze genoml. Mapovani je proces urcovani umisténi markerQ
na chromozomech. DNA markery mohou byt jak kddujici (geny), tak nekddujici sekvence DNA
(naptiklad v blizkosti gent). Existuji dva typy genetickych map. Vazebné mapy jsou zaloZeny
na pravdépodobnosti rekombinace mezi dvéma markery, vzdalenost mezi nimi je tedy jen
relativni. Na druhou stranu fyzické mapy udavaji redlnou vzdalenost mezi markery, jez je
Vv piipadé map restrikénich, kontigovych, dele¢nich a sekvencnich vyjadfena v parech bazi.
V cytogenetickych mapach je vzdalenost udavana v mikrometrech ¢&i procentech délky
chromozomu.

Porovnanim genomovych map odlisnych druhti je mozné zjistit miru konzervativnosti
pofadi genti na chromozdmech (tzv. syntenie), diky ¢emuz se da studovat evoluce genomd.
Je mozZné vyuzit znalosti umisténi genti u jednoho druhu kuréeni pozice podobnych nebo
stejnych gend u druhu jiného. Mapovani genti podminujicich agronomicky dulezité znaky je
vyuzito ke Slechténi novych odrid. Mapy pomahaji pii sestavovani kompletni genomové
sekvence z mnoha kratSich sekvenci ziskanych sekvenovanim. Zakladem mapovani jsou

mapovaci populace (Dear, 1997).

3.3.1 Vazebné mapovani

Vazebné mapy jsou sestavovany na zakladé frekvence meiotickych crossing-overii mezi dvéma
markery. U organismii rozmnozujicich se pohlavnim zptisobem se béhem pozdni profaze
I. meiotického déleni rekombinuji Gseky nesesterskych chromatid procesem crossing-overu

a dcefiné chromozomy nahodné segreguji do gamet. Pokud jsou dva markery na chromozému
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umistény fyzicky blizko sebe, je pravdépodobnost, Ze mezi nimi dojde ke crossing-overu, velmi
mala. Kosegreguji spoleéné do stejnych gamet a jen vzacné rekombinuji. Jsou tzv. ve vazb¢.
Naopak pokud jsou dva markery na chromozému dale od sebe, je vy3Si pravdépodobnost, Ze
k rekombinaci dojde a budou segregovat oddélené. Jsou tedy v tzv. vazbé neuplné. V poslednim
piipadé jsou markery na odli$nych chromozdmech a nejsou ve vazbe.

Vazba markeri je tedy vyjadiena pravdépodobnosti, sjakou mezi nimi dojde
k rekombinaci. Cim blize jsou markery u sebe, tim je vazba silngjsi. Mira rekombinace se
vyjadfuje rekombinacnim zlomkem, coz je podil poctu rekombinovanych gamet k celkovému
poctu sledovanych gamet. Jednotkou vzdalenosti dvou markerti je 1 Morgan (M), castéji
pouzivany je 1 centiMorgan (cM; 1 M = 100 cM), jeZ vychazi z rekombinaénich frekvenci.
1 cM odpovida 1% pravdépodobnosti, Ze dojde k rekombinaci mezi dvéma markery. Mapu lze
sestavit na zaklad¢ znalosti sily vazby mezi vS§emi moznymi kombinacemi markert (Morgan,
1915). Aby bylo mozné zjistit, zda dochazi k rekombinaci mezi markery, je tiecba pouZzit
polymorfni markery. Tj. markery, které dokazi odhalit rozdily mezi rodi¢i. Jako rodice je
vhodné vybrat jedince homozygotni a vi¢i sobé kontrastni. Nicméné zaleZi na studovaném
rostlinném druhu. U p3enice je moZné vytvofit Cisté linie samospraSenim, naopak u druhu
cizospra$nych, jako napiiklad lilek brambor (Solanum tuberosum L.), se silné projevuje
inbredni deprese. CoZ znamena, Ze potomstvo ma snizenou vitalitu uc¢inkem vzacnych
Skodlivych recesivnich alel (Saraswathy a Ramalingam, 2011)

Pokud v mapovaci populaci segreguje vétsi mnozstvi markert, nejprve se na zakladé
rekombinacnich frekvenci rozd€li do vazbovych skupin, jejichZ pocet by mél byt idealné roven
zakladnimu chromozomalnimu ¢islu daného druhu. Markery, jeZ jsou ve vazbé, patii do stejné
vazbové skupiny. Pfitomnost vazby se statisticky testuje. Porovnava se alternativni hypotéza
(mezi markery existuje vazba) s hypotézou nulovou (vazba neexistuje). Dekadicky logaritmus
poméru pravdépodobnosti téchto hypotéz se nazyva LOD skore (logarithm of odds; Morton,
1955). LOD skore vétsi nez 3 predstavuje tisickrat vétsi pravdépodobnost, Ze vazba existuje,
oproti moznosti, Ze neexistuje. Ve vazbové skupin¢ se markery dale sefazuji. Markery se
po jednom piidavaji na mapu tak, aby byla vazebnd informace v souladu s markery jiz
umisténymi (Xu, 2013). Ktomu slouzi pocitacové programy, napiiklad diive popularni
MapMaker (Lander a kol., 1987) nebo JoinMap (Stam, 1993), v soucasnosti se pouziva
JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006) a jiné. Rekombinacni frekvence se pievadi na vzdalenost
vV Morganech pomoci Haldanovy (Haldane, 1919), nebo castéji Kosambiho mapovaci funkce
(Kosambi, 1943). Kosambiho funkce oproti Haldanové funkci bere v (Gvahu interferenci.
Interference je negativni ovlivnéni vzniku crossing-overu jinym crossing-overem Vv jeho
blizkosti.
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3.3.2 Mapovaci populace

Nezbytnym prosttedkem k mapovani genomu jsou mapovaci populace. Sestavaji zjedincd,
jejichz rodice jsou polymorfni pro studované znaky. U samosprasnych rostlin se pouZivaji
populace F, arekombinantni inbredni linie (recombinant inbred lines, RIL), oproti
tomu u cizosprasnych rostlin se vétSinou pouzivaji populace Fi1 a sibling-mating populace.
Uobou typi lze pak pouZit populaci pfipravenych zpétnym kiizenim (backcross; BC)
a dihaploidni linie (doubled haploid, DH; Schneider, 2005).

F> populace jsou nejjednodussim typem mapovacich populaci. Vznikaji kiizenim dvou
homozygotnich rodi¢ovskych linii. Rodi¢e by se méli idealné lisit ve vSech znacich. V piipadg,
ze rodi¢e budou homozygoti, jejich F1 potomstvo bude podle prvniho Mendelova zékona,
0 uniformité hybridd F1 generace, identické genotypové a velmi podobné fenotypové. Jednotlivé
F1 rostliny jsou poté samospraseny. Jedinci F, populace jsou pak vysledkem rekombinace
genetické informace béhem meidzy (viz Obr. 7). Rekombinace je nicméné u F. populaci
omezend tim, ze meidza probihd jen jednou. VétSinou neni mozné populaci premnoZzovat.
Na mapovani recesivnich gent a lokust kvantitativnich znakt (quantitative trait loci, QTL) jsou
spiSe vhodné RIL (Fe.10) nebo DH mapovaci populace, které vychazi ze stejnych F; jedinct

a téméf v8echny geny maji fixované (Acquaah, 2012).

H x II Rodicovska generace
I x HI Generace F;

L i E I i H H l Gamety generace F,

\ >SS/

1y .
I i H I H ‘ Generace F»

Obr. 7: Princip vytvofeni F» populace. Dva chromozémy zde reprezentuji oba homozygotni rodice.
F1 generace je heterozygotni. SamospraSenim generace F; vznika rekombinovana generace F,. Upraveno
podle Schneider (2005).

Rekombinantni inbredni linie se béZné ziskavaji metodou SSD (single-seed descent),
tedy opakovanym samosprasenim jedinci z F, populace. Opakované samospraeni navysuje
mnozstvi prob&hlych rekombinaci, takZe je mozné rozliSit i markery, mezi kterymi je silnéjsi
vazba. Béhem Sesti generaci je dosazeno skoro uplné homozygotnosti (viz Obr. 8). DalSim

mnoZenim uZ nedochazi k segregaci znaki a je tedy mozné zachovat tyto homozygotni jedince

15



po neomezenou dobu pfemnoZovanim, diky ¢emuz jsou RIL vhodné pro mapovani QTL. Oproti
F> populacim je mozné vyuZit RIL ke konstrukci map s vyssim rozliSenim. Nevyhodou je

nicméné ¢asova narocnost (Schneider, 2005; Acquaah, 2012).

T g e

Samosprasovani po alespon
6 generaci

[
" r HH i i H H Rekombinantni inbredni
linie (RIL)

Obr. 8: Princip SSD metody — opakované samosprasovani jedincu F» generace — K vytvoteni
RIL. Upraveno podle Schneider (2005).

M 7w

Populace ziskané zpétnym krizenim slouZi k analyze fragmenti DNA odvozenych
zrodi¢e donorového (na Obr. 9 znazornény cerné) na pozadi rodiGe rekurentniho (také
oznaCovan jako recipient), s himZ se populace Fi zpétné kiizi. Béhem meidzy se donorové
fragmenty DNA, jez nejsou ve vazbé€, separuji segregaci, a donorové fragmenty DNA, jeZ jsou
ve vazbé, se rekombinuji a jejich zastoupeni se tedy sniZuje. Kazdym dal§im zp&tnym kiizenim
se sniZuje pocet a velikost donorovych fragmenti, az se potomci mohou od rekurentniho rodice
lisit jen jednim fragmentem DNA. Takovéto téméf isogenni linie se nazyvaji NIL (nearly
isogenic lines). Ptiprava NIL zahrnuje zpétné kiiZzeni po nékolik generaci spolu se selekci
za pomoci markeri a Kkontrolou fenotypu. K zafixovani donorovych segmentti a sledovani
projevu recesivné podminénych znakli je po procesu zpétného kiizeni zapotiebi nékolik
samospraSeni. Vyhodou NIL je, ze je lze pfemnozovat, dale uz totiz nedochazi k segregaci
znakl a genom je zafixovany. Jsou tedy vhodné ke QTL analyzdm. NILs jsou uZzite¢né ke studiu
jednotlivych gent, ale nehodi se kvazebnému mapovani, protoZze cely genom, aZz
na selektovany fragment, je zafixovany. Zpétné kiiZeni je také mozné pouZit napiiklad
K introgresi genu rezistence vici chorobam do jinak uz zavedenych elitnich kultivart

(Schneider, 2005; Acquaah, 2012).
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Obr. 9: Princip ziskani mapovaci populace zpétnym kiizenim jedinct F1 generace s rekurentnim rodi¢em.

Upraveno podle Schneider (2005).

Jedinci dihaploidni linie maji v jadie dvé identické sady chromozomul a jsou tedy
ve vdech genech homozygotni. Dihaploidni linie mohou byt vytvofeny z haploidnich linii.
Haploidni linie mohou vzniknout spontanné (napiiklad v ptipadé kukutice; Chase, 1969) nebo
jsou vytvaieny uméle. Haploidie se da dosahnout napfiklad kultivaci nezralych prasniku in vitro
s naslednou regeneraci rostlin z haploidnich bunék gametofytu. Jinou moznosti je mezidruhové
ktizeni a nasledna eliminace otcovské sady chromozoémt. Naptiklad po opyleni jeCmene setého
(Hordeum vulgare L.) pylem planého Hordeum bulbosum L. jsou béhem prvniho bunééného
déleni eliminovany chromozomy H. bulbosum. Vysledkem je tedy haploidni rostlina se sadou
chromozomii pochazejicich ze samici gamety (Kasha a Kao, 1970). Haploidni jedinci jsou ¢asto
mensi, méné vitalni a témef sterilni. Obcas se haploidni sada chromozémut spontanné zdvojuje,
coz vede ke vzniku DH jedincti. Toho se da dosahnout i aplikaci kolchicinu, ktery bréni vzniku
déliciho vieténka v mitdze a vznikaji DH bunky. Z nich se daji somatickou embryogenezi ziskat
DH linie. DH linie se pouZivaji nejen k piipravé mapovacich populaci, ale i ke $lechténi, které
je pouzitim DH linii méné ¢asové naro¢né (Acquaah, 2012). Stejné jako RIL a NIL se mohou
jedinci DH linii libovolné ptemnozovat. Nevyhodou mize byt vysSi cena ptipravy a nizsi

rozliSeni konstruovanych map oproti t€m, jez jsou pfipraveny pomoci RIL.

3.3.3 Genetické markery
Genetické znacky, markery, jsou snadno rozlisitelné genetické znaky, Useky DNA, nebo
produkty gend pouzivané k odliseni genom. Mohou se rozdé&lit do tii zakladnich skupin — na

markery fenotypové (morfologické), markery biochemické a molekularni (nebo také DNA)
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markery. Dostupnost markert je spojena s existenci genetického polymorfismu. Polymorfismem
se mysli vyskyt vice alternativnich sekvenci DNA (alel) v jednom lokusu v dané populaci,
pti¢emz frekvence vyskytu alely je vétsi nez 1 %. Polymorfismus vznika fadou mutaci, a to
nejéastéji mutacemi bodovymi. Markery se vyuZivaji napiiklad ke konstrukci genetickych map,
analyze gent nebo $lechténi. Markery by obecné mély byt polymorfni, v genomu zastoupené
nahodné a s vysokou frekvenci, selekéné neutralni, kodominantni (umoziuji odlisit jedince
v daném lokusu heterozygotni od homozygotnich), reprodukovatelné a v neposledni fadé¢
cenové dostupné (Acquaah, 2012).

Prvni pouzivané markery byly variabilni fenotypové znaky hodnotitelné vizualné,
napiiklad velikost, tvar a barva. V tehdejsi dobé to byla jedind moZznost, jak popsat jinak
nedetekovatelny polymorfismus. Dnes se stale v mensi mife pouZivaji. Nevyhodou je, Ze jich
neni mnoho a jsou ovlivnény prostiedim.

Dalsim typem pouZzivanych marker byly markery biochemické. Nejcastéji se vyuzivaly
isoenzymy, coz jsou izoformy proteind, které¢ se liSi aminokyselinovym sloZenim a nabojem
a mohou byt rozliseny elektroforetickymi metodami. Dnes se pfili$ nepouzivaji, nebot’ jen malo
proteind tvoii izoformy a také jsou ovlivnény prostiedim a stafim rostliny.

Poslednich 20 let se nejCastéji pouzivaji molekuldrni markery. Mohou byt definovany
jako sekvence DNA, jejichZz poloha na chromozému je zndma. Prvni takové markery byly
tzv. RFLP (restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky restrik¢énich
fragmentti), které vyuZivaji cilovych mist v genomu Kk vazbé specifickych restrikénich
endonukledz. Sekvence cilovych mist se kvili jednonukleotidovym mutacim 1li§i i u blizce
piibuznych genotypd. Restrikéni endonukleazy nastépi genomovou DNA. Fragmenty jsou
elektroforeticky separovany na gelu a Southern blottingem pieneseny na hybridiza¢ni
membranu. Fragmenty jsou hybridizovany se znaCenymi probami (napfiklad fragmenty DNA,
cDNA, nebo expressed sequence tag, EST) a vizualizovany. Zjistuje se ptitomnost signalu, a to
u rodi¢l a jedinct mapovaci populace. RFLP markery jsou vyhodné pro svoji kodominantni
dédicnost, specificitu a reprodukovatelnost pokust (Botstein a kol., 1980; Saraswathy
a Ramalingam, 2011).

Kvuli ¢asové a laboratorni naro¢nosti Southern blottingu se zavedly PCR-RFLP techniky.
Spojeni PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce) a RFLP je vyuzito
systémy markert CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) a AFLP (amplified
fragment length polymorphism). CAPS vyuziva restrikéniho Stépeni amplifikovanych useka
DNA a AFLP je zaloZen na amplifikaci restrikénich fragmentd generovanych specifickymi
restrikénimi enzymy a adaptérech komplementarnich ke konctim téchto fragmentt. Vzhledem
ke zna¢nému mnozstvi riznych restrikénich endonukleaz a odpovidajicich kombinaci primert,

nachazi AFLP velké uplatnéni napiiklad v analyzach genetické diverzity, struktury populaci,
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fylogenetickych vztahti a ve vazebném i fyzickém mapovani. Nevyhodou je dominantni
charakter AFLP markera (Vos a kol., 1995; Neff a kol., 1998).

Metoda RAPD (random amplification of polymorphic DNA) byla jednou z prvnich, jez
vyuzila metody PCR. Vyhodou je, Ze neni zapotfebi znat sekvenci amplifikovaného tseku
DNA. Jako primery se pouzivaji pfiblizné 10 bazi dlouhé ndhodné oligonukleotidy. PCR
produkty jsou nejCastéji separovany elektroforézou na agar6zovém gelu a barveny ethidium
bromidem. Jediny nahodny primer dokaze ve vétSiné piipadi poskytnout jeden az tfi
vizualizovatelné produkty PCR, které se mohou mezi rodi¢i mapovaci populace lisit. RAPD se
v8ak v mapovani uplatituje méné, jelikoz vétS§inou ma dominantni charakter a je obtizné ji
reprodukovat kvili citlivosti PCR na podminky reakce (Williams a kol., 1990).

Dalsim typem DNA markeru jsou tzv. SSR (simple sequence repeat). Jejich zakladem
jsou mikrosatelity, coz jsou tandemové repetice nckolikanukleotidovych motivli. Bézné se
nachazeji v genomu eukaryot, a to vétSinou v nekodujicich oblastech. V mikrosatelitovych
oblastech dochazi k mutacim Cast&ji, coz vede ke zna¢nému polymorfismu v poétu opakovani
motivu. Tento polymorfismus se také oznaCuje jako SSLP (simple sequence length
polymorphism). Analyza polymorfismu mikrosatelitovych lokust je zaloZzena na PCR. Sekvence
DNA, ohraniCujici mikrosatelity, jsou vétSinou konzervované a mohou se do nich tedy
navrhovat primery. Podobn¢ jako RFLP jsou SSR kodominantni, ale navic vyhodnéjsi pro vétsi
pfesnost a polymorfismus. SSR markery nachdzi vyuziti napiiklad v genetickém mapovani,
DNA fingerprintingu, markery asistované selekci (marker-assisted selection, MAS), ve studiu
genetické diverzity a populaéni genetice (Litt a Luty, 1989; Hearne a kol., 1992; Zietkiewicz
a kol., 1994; Collard a Mackill, 2008). ISSR (inter-simple sequence repeat) podobné jako
RAPD nevyzaduji predchozi znalost sekvence. Metoda spoc¢iva v amplifikaci isekli DNA mezi
mikrosatelitovymi lokusy. Nevyhodou ISSR markera je, Ze jsou dominantni (Godwin a kol.,
1997).

REMAP (retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism) a IRAP (inter-
retrotransposon amplified polymorphism) markery jsou zaloZeny na existenci LTR
retrotranspozont, C0Z jsou transponovatelné elementy, jez maji na koncich dlouhé repetitivni
Useky (long terminal repeats). PCR se amplifikuje oblast DNA mezi retrotranspozény a SSR
nebo mezi dvéma retrotranspozony. PCR produkty jsou poté déleny gelovou elektroforézou
(Kalendar a kol., 1999).

SNP (single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus) jsou
v genomech organismil zastoupeny nejcastéji, jejich mnoZstvi je variabilni nejen mezidruhove,
ale 1 vnitrodruhové. Jednd se o zmény sekvence v jediném nukleotidu, pfi¢emz vétSinou se
v mapovaci populaci v jednom lokusu nachazi jeden ze dvou riznych nukleotidl. Pri¢inou
vzniku SNP jsou bodové mutace, respektive transverze a tranzice. Vice se vyskytuji

v nekddujicich oblastech genomu. U pSenice seté odpovida 1 SNP piiblizné 540 bp (Somers
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a kol., 2003). SNP je mozné detekovat hybridizaci se zna¢enymi sondami, PCR, pfi niz naseda
¢i nenaseda primer v SNP mistech, $tépenim nukleazami v tzv. mismatch mistech, $t€penim
restrikénimi  endonukleazami v SNP mistech nebo napiiklad sekvenovanim. Oproti
mikrosatelittm SNP mutuji daleko méné a vzhledem Kk hustoté vyskytu v genomech jsou
vhodné napiiklad ke konstrukci vysokohustotnich genetickych map. SNP jsou markery
kodominantni a jsou snadno pfistupné automatizaci (Acquaah, 2012). V Tab. 2 jsou shrnuty

vySe uvedené markery.

Tab. 2: Shrnuti zékladnich vlastnosti v textu zminénych molekularnich markert (podle Nguyen a Wu,

2005).
Marker/ Zalozeno  Polymorfismus Dominance Reproduko- Automatizace Cena
technika na PCR vatelnost

RFLP Ne Nizky/sttedni Kodominantni Vysoka Nizka Vysoka
CAPS Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Stredni Stredni
AFLP Ano Vysoky Dominantni Vysoka Stfedni/vysoka  Stfedni
RAPD Ano Stéedni/vysoky Dominantni Nizka Stiedni Nizka
SSR Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Stéedni/vysoka Nizka
ISSR Ano Vysoky Dominantni Vysoka Stfedni/vysoka Nizka
IRAP/REMAP Ano Vysoky Kodominantni Vysoka Stfedni/vysoka Nizka
SNP Ano Velmi vysoky  Kodominantni Vysoka Vysoka Nizka

/dominantni

V3echny vazebné mapy jsou unikatni, protoZe se pro jejich konstrukci pouZivaji jiné
mapovaci populace a markery. Pfi pouziti stejnych markerti totiz neni zaruceno, ze budou
polymorfni u riznych populaci. K porovnani map slouzi kotvici markery. Jedna se zpravidla
0 RFLP nebo SSR markery. Spojenim map konstruovanych na zakladé rtiznych genotypi
pomoci kotvicich markert se vytvafi konsensualni genetické mapy, které jsou vyuzivany
k dal$imu studiu genomt. Mohou byt uzite¢né pro efektivni konstrukci novych map nebo cilené
(lokalizovan¢) mapovani. Napiiklad mohou indikovat, které markery jsou lokalizovany
ve specifické oblasti zahrnujici QTL, a tedy identifikovat silngji vazané markery (Collard a kol.,
2005).

3.4 Lokusy kvantitativnich znaki

U rostlin je vétSina zemédélsky vyznamnych znakti podminéna kvantitativné, tj. vice geny
S riznym piispévkem k variabilit¢ znaku. Studium téchto kvantitativnich znakt je pfinosem pro
Slechtitelské programy a ma znaény vyznam pro vyzivu lidstva. Mize pomoci vySlechtit

rostliny s vyssim vynosovym potencialem ¢i odoln¢jsi vuci stresu.
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Kvantitativni znaky nevykazuji mendelistickou dédi¢nost a casto jsou ovlivnény
prostiedim. Variabilita kvantitativnich znakd v populaci kontinualné piechazi z jednoho
extrému do druhého. Lokusy kvantitativnich znak (quantitative trait loci, QTL) jsou Useky
DNA, které zaujimaji geny podminujici kvantitativni znaky. Cilem QTL mapovani je zjistit,
kolik QTL podminuje dany znak, kde se v genomu nachazi a jak velky maji vliv na fenotyp.
Mezi agronomicky vyznamné kvantitativni znaky patii napfiklad vynos, kvalita zrna a odolnost
proti riznym chorobam a $kiidcim (Borner a kol., 2002; Cuthbert a kol., 2008; Grotewold
a kol., 2015).

K mapovani QTL se ¢asto voli RIL mapovaci populace o 100-200 jedincich. Cim vice
jedinct se pouzije, tim piesnéjs$i bude mapovani a mize umoznit detekci QTL malého efektu.
Nejprve se v populaci fenotypuji vybrané znaky. Déale se zvoli vhodné polymorfni DNA
markery, pomoci kterych se populace genotypuje a rozfazuje do genotypovych skupin (Semagn
a kol., 2010).

Pomoci statistickych programi, naptiklad MapMaker/QTL (Lincoln a kol., 1993), Map
Manager QTX (Manly a kol., 2001), QTLCartographer (Wang a kol., 2012), nebo QGene
(Joehanes a Nelson, 2008), se posuzuje rozdil v primérné hodnoté fenotypového znaku mezi
skupinami. Testuji se dvé hypotézy. Nulova hypotéza, tedy neexistence QTL nebo QTL
existuje, ale neni asociované s markery, a hypotéza alternativni, ktera pfedpoklada piitomnost
QTL aasociaci s markerem. Mezi tii béZné pouzivané statistické metody detekce QTL patii
jednomarkerové analyza (single-marker analysis nebo také single-point analysis), jednoduché
mapovani pomoci intervalu (simple interval mapping, SIM) asloZzené mapovani pomoci
intervalu (composite interval mapping, CIM).

Jednomarkerova analyza je nejjednodussi metoda detekce QTL asociovaného s jednim
markerem. PouZivané statistické metody pro jednomarkerovou analyzu jsou napiiklad t-test
(Gosset, 1908), analyza rozptylu (analysis of variance, ANOVA; Fisher, 1918) nebo linearni
regrese (Kearsey a Hyne, 1994). Vyhodou této analyzy je, Ze neni zapotfebi kompletni
genetické mapy. Naopak nevyhodou je, Ze ¢im déle se marker nachazi od QTL, tim mensi je
Sance, Ze bude QTL detekovan (Collard a kol., 2005).

Jednoduché mapovani pomoci intervalu pouziva par markert ve vazbé k detekci QTL
umisténého na chromozomu v intervalu mezi nimi. QTL mimo interval mohou vSak negativné
ovlivnit nalezeni QTL v ramci intervalu. Pokud jsou na zkoumany interval vazané jiné QTL,
muze dojit k nalezeni fale$n¢ pozitivniho QTL v intervalu. SIM tedy bere v potaz jen jeden
QTL a ignoruje ostatni mozné QTL. Stejné¢ jako CIM vyZaduje genetickou mapu (Lander
a Botstein, 1989).

SloZzené mapovani pomoci intervalu kombinuje SIM s nékolikanasobnou statistickou

analyzou linearni regrese. Na rozdil od SIM berou v potaz i ostatni interagujici QTL. PouZivaji
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se dalSi markery, tzv. kofaktory, které zvysuji citlivost analyzy a pomahaji odlisit jiné vazané
QTL (Jansen, 1993).

Pied tim, nez je znalosti 0 QTL vyuZito ke $lechténi (MAS) nebo identifikaci gent, se
testuje (verifikuje) spolehlivost markerdi asociovanych s QTL. Opakované se detekuji stejné
markery na nové vytvorené segregujici populaci, ktera byla pfipravena kiizenim bud’ stejnych
rodi¢ovskych linii, nebo blizce pfibuznych genotypd. Pipadné se ovéfuji i na kultivarech nebo
jinych dulezitych genotypech. Verifikace QTL je nutna k potvrzeni vztahu mezi markerem
a znakem (Lander a Kruglyak, 1995).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Vzorky DNA o koncentraci 10 ng-ul? izolované z 92 linii mapovaci populace Fi» Triticum
monococcum L. a z 407 linii verifika¢nich mapovacich populaci F» T. monococcum.

Mapovaci populace Fs.12, pfipravena kiiZzenim jedinct T. monococcum kultivar DV92
(Titograd, Montenegro, ITA) aT. boeoticum Boiss. G3116 (LBN), byla poskytnuta Jorge
Dubcovskym (University of California, Davis, USA; Dubcovsky a kol., 1996) a dopéstovana
na Fi2 (VanZurovd, 2013).

Verifika¢ni mapovaci populace F, byly pfipraveny Hanou VanZurovou kiizenim
T. monococcum kultivar DVV92 s jedinci mapovaci populace Fi2 113 a 165 a kiizenim jedincu
mapovaci populace Fi» 144 a 246. Ze 407 linii bylo 203 linii ptipraveno kiizenim jedinct 144
a 246, 102 linii bylo pfipraveno kiizenim DV92 a 113 a dalSich 102 linii bylo pfipraveno
kiizenim DV92 a 165. Verifikaéni mapovaci populace byly piipraveny tak, aby jednotlivé
lokusy kvantitativnich znakt byly co nejvice mendelizovany. V Tab. 3 jsou uvedeny verifikaéni
mapovaci populace s odpovidajicimi znaky a piislusnymi markery, pro které byly vytvoieny.
Z davodu tspory mista jsou v tabulce pouze ty markery, jeZ se nakonec pouZily pro

genotypovani a verifikaci QTL (viz kapitola 5).

Tab. 3: Verifika¢ni mapovaci populace F2 se znaky, pro které byly vytvofeny.

Chromozém  Marker Polymorfni pro znak Verifika¢ni mapovaci populace
wPt-470347 metani DVx113, DVx165
1A wPt-470427 metani 144x246 a 246x144, DVx113
wPt-861232 metani 144%246 a 246x144
vyska rostliny
wPt-1602 hmotnost zrn 1v1 144%246 a 246x144
délka obilky

vyska rostliny

rozkladitost trsu

2A hmotnost zrn
wPt-469636 plocha obilky 144x246 a 246x144

sitka obilky

délka obilky

tvar obilky 2

wPt-470029 vyska rostliny 144x246 a 246x144
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Pokracovani Tab. 3.

Chromozém  Marker Polymorfni pro znak

Verifika¢ni mapovaci populace

vyska rostliny

rozkladitost trsu

hmotnost zrn 1v1

hmotnost zrn 2v1

hmotnost zrn — nerozliSeno

2A wP1t-861836 -
tvar obilky 2

tvar obilky 3

plocha obilky

délka obilky

Sitka obilky

144x246 a 246x144

wPt-0418 procentudlni zastoupeni seminek 1v1 (2v1)

DVx113, DVx165

WPt-376043 chlupatost listi

144x246 a 246x144, DVx113, DVx165

3A chlupatost listi

wPt-470276 pomér poctu seminek 1v1 a 2vl

procentualni zastoupeni seminek 1v1 (2v1)

DVx113, DVx165

wPt-470207 hmotnost zrn 2v1

144%246 a 246x144, DVx113

4A délka klasu

wPt-470470
hustota klasu

144x246 a 246x144, DVx113, DVx165

chlupatost listt

plocha obilky

Sitka obilky

WPt-376253 -
tvar obilky

hmotnost zrn

tvar obilky 1

144%246 a 246x144, DVx113, DVx165

hmotnost zrn 1v1

hmotnost zrn 2v1

rozkladitost trsu
5A wPt-469404

plocha obilky

tvar obilky 2

sitka obilky

DVx113, DVx165

hmotnost zrn 1v1

hmotnost zrn 2v1

plocha obilky

WPt-469467 -
rozkladitost trsu

Sitka obilky

tvar obilky 2

DVvx113
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Pokracovani Tab. 3.

Chromozém  Marker Polymorfni pro znak Verifika¢ni mapovaci populace

hmotnost zrn 1v1

hmotnost zrn 2v1

plocha obilky
wPt-861794 - DV x 113
rozkladitost trsu

Sitka obilky
5A tvar obilky 2

tvar obilky 2

hmotnost zrn
wPt-862154 Sitka obilky 144x246 a 246x144

chlupatost listt
délka klasu

Pozn.: 144x246 a?246x144 ... verifikani mapovaci populace pfipravend kiizenim linii
oznaCenych 144 a246; DVx113 ... populace pfipravend kiizenim linii oznaCenych DV92 a 113;
DVx165 ... populace pfipravena kiiZzenim linii oznacenych DV92 a 165, 1v1/2vl ... 1 nebo 2 zrna
v jedné obilce.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

e 2 U-ul? Taq polymeraza (BioLabs; Ipswich, USA)

e agardza (VWR; Radnor, USA)

e chlorid hofeénaty hexahydrat (Lach-Ner; Neratovice, CR)

e destilovana voda

e ethidium bromid (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

e nukleotidy, 100 mmol-I"t dATP, dCTP, dGTP, dTTP (VWR; Radnor, USA)

o primery (Eurofins Genomics; Lucemburk, LUX)
4.2.2 Pouzité soupravy

o Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter; Brea, USA)

e BDX64 Big Dye Enhancing Buffer (MCLAB; San Francisco, USA)

e BigDye Terminator 5x sekvenac¢ni pufr (Applied Biosystems; Foster City, USA)

e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems; Foster City,
USA)

e EX0SAP (Applied Biosystems; Foster City, USA)
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4.2.3 PouZité roztoky

e 5x TBE pufr:
0 450 mmol-I"t Tris (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
o 450 mmolI* kyselina borita (Lach-Ner; Neratovice, CR)
o 10mmolI* EDTA, pH = 8,0 (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 10x PCR pufr (bez MgCl.):
o 100 mmol-I* Tris-HCI, pH = 8,2 (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
o 500 mmol-I* chlorid draselny (Lach-Ner; Neratovice, CR)
o 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e marker molekulové hmotnosti (520 pl roztoku):
0 20l Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, USA)
0 200l 6x STOP C:
e 100 mmol-I* EDTA (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 1% SDS (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 0,05% bromfenolova modf (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
e 0,05% xylen kyanol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
o 42 5% glycerol (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)
0 300 pl destilovana voda
e pracovni roztok cresol red:
0 0,01% o-kresolova ¢erven (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA)

0 15% sachardza (Lach-Ner; Neratovice, CR)
4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

e Aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu, Owl A6 (Thermo Fisher Scientific;
Waltham, USA)

e Centrifuga, MiniStar Silverline (VWR; Radnor, USA)

e Centrifuga, PlateFuge MicroCentrifuge (Benchmark Scientific; Edison, USA)

o Digitalni pfedvazky, Vibra AJ-820CE (Shinko Denshi; Tokio, JAP)

e Mikrovinna trouba, KOR-6C2B (DAEWOO; Soul, KOR)

e Robot, Biomek NXP (Beckman Coulter; Brea, USA)

o Sekvenator, 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems; Foster City, USA)

e Termocyklér, C-1000 Touch (Bio-Rad; Hercules, USA)

e Trepacka, Reax Control (Heidolph Instruments; Schwabach, DEU)

e UV transiluminator, InGenius (Syngene; Bengallru, IND)

e Zdroj, MP-300V (Major Science; Saratoga, USA)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Polymerazova retézova reakce

PCR byla provedena v objemu 10 pl v 384-jamkovych PCR desti¢kach (VWR; Radnor, USA)
nebo v objemu 20 ul v 96-jamkovych PCR destickach (VWR; Radnor, USA). Reakéni smés

obsahovala sloZky uvedené v Tab. 4.

Tab. 4: Slozeni PCR reakéni smési.

Slozka PCR reakéni smési Objem [ul]
10x PCR pufr (bez MgCly) 1 2
25 mmol-I* MgCl, 0,8 1,6
cresol red 2 4
10 mmol-I"t dNTP 0,2 0,4
10 pmol-It forward (F) primer 0,5 1
10 pmol-I* reverse (R) primer 0,5 1
~2 U/pl Taq polymeréza 0,2 0,4
destilovana voda 3,6 8,1
10 ng-pl* DNA 1,2 1,5
Celkem 10 20

Touchdown PCR protokol je uveden v Tab. 5.

Tab. 5: Podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas Poéet cyklii celkem
1 pocatecni denaturace 95 5 minut 1
2 denaturace 95 40 sekund
3 nasedani 65 (-0,7/cyklus) 40 sekund 16
4 extense 72 1 minuta
5 denaturace 95 40 sekund
6 nasedani 53 40 sekund 17
7 extense 72 1 minuta
8 zavéreCna extense 72 10 minut 1

4.4.2 Elektroforéza na agarozovém gelu

Produkty PCR byly separovany elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu (4,5 g agarozy

a 300 ml 0,5x TBE pufru). Na gel byly naneseny produkty PCR po 5 pul a marker molekulovych

hmotnosti po 4 pl. Elektroforéza probihala po dobu 80, nebo 110 minut pfi napéti 120 V.
Separované produkty PCR byly barveny 0,05% ethidium bromidem po dobu ptiblizné

20 minut, nasledné byly vizualizovany v UV transiluminatoru.
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4.4.3 Sekvenovani produkti PCR Sangerovou metodou

Produkty PCR ziskané amplifikaci usekit DNA byly enzymaticky pfecistény s pouZitim

soupravy ExoSAP. Reak¢ni smés obsahovala 4 pl produktu PCR, 0,5 ul enzymu alkalicka
fosfataza (0,5 U-ul* FastAP), 0,05 ul enzymu exonukledza | (1 U-ult Exo 1) a 2,45 ul 1x PCR

pufru. Smés byla inkubovana pii 37 °C podobu 30 minut apoté denaturovana pii 95 °C

po dobu 5 minut.

N

Piecisténé produkty PCR byly pouzity pro sekvenaéni reakci pomoci soupravy BigDye

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit v 96-jamkovych semi-skirted PCR desti¢kach (Gel

Company; San Francisco, USA). Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 6.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési pro sekvenaéni reakei.

Slozka smési pro sekvenacni reakci ~ Objem [ul]

5x sekvenacni pufr 15
Big Dye 0,125
BDX64 Enhancing buffer 0,875
destilovana voda 3,5
10 pmol It primer F nebo R 1
enzymaticky pieci§tény produkt PCR 3
Celkem 10

Podminky sekvenacni reakce jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 7: Podminky sekvenaéni reakce.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli celkem
1 98 5 minut 1
2 96 10 sekund
3 50 5 sekund 60
4 60 4 minuty

Produkty sekvenac¢ni reakce byly piecistény S pouzitim magnetickych kuli¢ek soupravou

Agencourt CleanSEQ robotem Biomek NXP a sekvenovény piistrojem 3730x1 DNA Analyzer.

4.4.4 Genotypovani

Pokud byly markery uréeny ke genotypovani na zakladé elektroforetického profilu produkta

PCR (presence/absence, nebo délkovy polymorfismus), byli jedinci genotypovani porovnanim

jejich elektroforetickych profila s elektroforetickymi profily jejich rodica.
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Pokud byly markery uréeny ke genotypovani na zakladé osekvenovanych produktid PCR
(SNP), byli jedinci genotypovani porovnanim chromatogrami jejich PCR  produkta
s chromatogramy PCR produkti jejich rodi¢t. Sekvence PCR produkti byly pfifazeny
algoritmem MUSCLE (Edgar, 2004) v programu Geneious 6.1.8 (Biomatters; Kearse a kol.,
2012).

Genotypy byly zaznamenany do tabulky v programu Microsoft Excel 365 (Microsoft
Corporation). Jedinci nesouci alelu rodi¢ovské linie DV92, nebo 144 byli oznaéeni A, jedinci
salelou rodi¢ovské linie 113, 165, nebo 246 byli oznaceni B. Heterozygotni jedinci byli
oznaceni H. Pokud byly o genotypu pochybnosti, byl ozna¢en malym pismenem a, b, nebo h.
V piipad€, ze nebylo mozné genotypovat (z diivodu slabé ¢i zadné amplifikace), bylo pfislusné

pole ponechéano prazdné.

4.4.5 Verifikace lokusa kvantitativnich znaki

Analyza lokust kvantitativnich znakt (QTL) byla provedena v programu QGene 4.4 (Joehanes
a Nelson, 2008) a Microsoft Excel 365 (Microsoft Corporation). Genotypova data verifika¢nich
mapovacich populaci F, byla asociovana s fenotypovymi daty (zpracované Barborou
Balcarkovou, Evou Jandkovou, Hanou VanZurovou a Zuzanou Ivani¢ovou) pomoci
jednomarkerové regresni analyzy (Kearsey a Hyne, 1994) a jednofaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA; Fisher, 1918). Vystupem jednomarkerove regresni analyzy byly LOD skére (Morton,
1955) pro kazdy analyzovany marker a fenotypovy znak. Za signifikantni bylo povaZovano
LOD skore >3 (ptedpoklada se, ze je 1000x vyssi pravdépodobnost Ze znak prispiva
K variabilité, nez nepfispiva). Jednofaktorova analyza rozptylu byla provedena porovnanim
populace homozygoti pro znak A a pro znak B. Byly ziskany p-hodnoty (Pearson, 1900).
Nulova hypotéza (marker a QTL nejsou ve vazb&) byla zamitnuta na hladiné vyznamnosti
a < 0,05 a byla prijata alternativni hypotéza (marker a QTL jsou ve vazbg).

Identifikované QTL byly porovnany s QTL identifikovanymi Klocovou (2010), Gallovou
(2011) a Vanzurovou (2013) na mapovaci populaci Fs12 Triticum monococcum L. QTL byl
verifikovan, pokud byl mapovan na mapovaci populaci Fs.12 a na verifika¢nich mapovacich
populacich F, s LOD skore vétsi nez 3 anebo p-hodnotou mensi nez 0,05. V opaéném piipadé
zustal QTL neverifikovan. QTL verifikované obéma metodami byly povaZzovany za velmi

signifikantni.
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5 Vysledky

Prakticka ¢ast byla vypracovana na Ustavu experimentalni botaniky AV CR v.v.i. v Olomouci.

5.1 Optimalizace markeri a genotypovani

55 parti primert navrzenych Hanou Vanzurovou na zakladé DArT (diversity array technology;
Jaccoud, 2001) markera (Tab. 8) bylo optimalizovano namapovaci populaci
F12 T. monococcum a na rodi¢ovskych liniich (DV92 a G3116). Z celého setu bylo vytazeno
34 neamplifikujicich se nebo nepolymorfnich markert. Zbylé markery (Tab. 9) vykazovaly
polymorfismus presence/absence (Obr. 10), délkovy polymorfismus (Obr. 11), nebo
jednonukleotidovy polymorfismus (Obr. 12).

Tab. 8: Seznam testovanych markertl a pfislusnych primerd. Teplota nasedani primerd byla dle
touchdown protokolu PCR (Tab. 4) 54,5 a7 65 °C.

Marker Primer Sekvencepfr(;rrnviilroldél':f;e)verse R) Polymorfismus ampl?lfc:rliz [bp]
F: GCCCTGCTATCGGATCAAAT

WPt-0418  D0418 SNP (CIT; 656) ~1050
R: CTTCCTCTTCATCCACCATG
F: TGCACACACACACAAACACA

WPLIB02  DI60Z Ll ATOCTOOC DP ~1050-1150
F: GCTAGAGAGGCAAAGATAGTTCA

WPL2128  D2128 o A CCCACCAAAAGAAGGAGAAAG
F- GAACAGAATTGCCAAGACATCA

WP2490 - D24%0 o G TCATTCTGTGGACAAGAGCT
F: CGCAGGATGAAGTTACGAGG

WPL376043 D343 1\ AGGTCCAGAGE SNP (C/T; 211) ~950
F: TCCTTCGATCCTCCACCTTG

WPL-376185  D376185 L A GTACCCAAACTCCCAATGG
F- CACGTTGGGCACAGAACTTA

WPL376253  D3T6253 | Lo o oATG SNP (C/T; 489) ~1000
F: AGGCATTAAAGGGGTGTTTGT

WPL-376273  D376273 L ) AACAAGCTTTTCGGGAGGG
F: ACACCTTTGAATAATGCCACCT

WPL-376291  D376291 . A TTGTCACAGGCAAAGTTCCC
F: TGGAGATACTCGGGAGGTGA

WPL-376529  D376529 L 1 ATCACCCTACCCTGGCTTG
F- ACGCCCCATTACATGACTCA

WPL-376701  D3T6701 o A CGCGATATTTTACCCAGGT
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Pokracovani Tab. 8.

Sekvence forward (F) a reverse (R)

Délka

Marker Primer primerii (5 — 3') Polymorfismus amplikonu [bp]
F: AGAACGGGATGAAGTTTGCC

WPLST6971  D376971 o 1 CCGATTGTCAGAATGGAAC
F: TACACGAACCTGCACTACCA

WPLSTILTT  D3TTLTT o T CTTCATGAACTGCCCCTGT
F: AGCAGATACAGGGCTCACTC

WPL4G9153  DABOLSE 1k CARGAGTT ~1100
F: CCATAGTGGCAGATGAGTCCT

WPL-469159  DAGILSO o ATCCCTTCACAACAAGCAGC
F: CGCCCTCCATCGTTCCTTAT

WPL-469328  DA69328 o caccATCTAGATCCCCTTGCT
F: CTTAGAGGGCCCATGTCGTC

WPL-469404 - DA69404 L A CTCGATCAGAATTTCCATGCAG PIA ~900
F: TAGATCGCAGGCAAGGCTT

WPL-AGO467 DABOAET |\ S CACGACAGS PIA ~1100
F: GATAGCTCACGTTCCCTCCC

WPL-469544  DABISAL L GTTTCAGTGTATCATGCCCGS
F: AAGGATGTGGTGAGCGCAAT

WPL-469570  DA69ST0 - G TAAACACGTCCTTGGCTG
F: GTCTTCCCCATCTCCACCTT

WPL-469588  DABISBE L 1 GACTACATACGGAGCAAAA
F: CACATGCACCAGGTTTCACA

WPL-469600  DA69600 - ) AGTCOGTAACAACAGTCS
F: AGATAAAACCGTGGTGCTCA

WPL-469623 - DAB923 L caccTecTCCTTCACCTTCA
F: TCTTGCCTCTGTTTCGGGAA

WPL-A69636  DAB9BI6 o ATOGG DP ~850-1050
F: AATGCAGCACCAGAGGAAAG

WPL-469957  DABYST L GTAAAGGCTTGCCGTGTACA
F: CATATGCACAGTCGTCGGTT

WPL-469972  DABYIT2 L GCGTTGCAGTGGGAATTTA
F: AGGAGAGAGAACCCGTTTGA

WPEATO029  DATO029 L AACAGAGG SNP (A/G; 528) ~950
F: TCTTGTGCGATACCAGGGTT

WPL-470031 - DA7003L o oG CATTGTCACTGGTTGA
F: AAAGTGCATGCATGAAGTGGT

WPL-470156  DA70136 - 1GGAATTCGCCCTTGATGS
F: GGCACAAACTCTAGACGCTT

WPLATO207  DATO20T 1 L T TTOAA PIA ~1050
F: GAACCAACTTGAAGCTCGGG

WPL-470235  DATOZ3S o A AGTTTCGACCTTGTTCGGC
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Pokracovani Tab. 8.

Marker Primer Sekvencepit:lrnvgltld(élf)j3rt?)verse ®) Polymorfismus ampllijlfolﬁﬁ [bp]
F: TGAAGCTGAGGATCATTGAACA

WPL-470258  DA70258 - oA CTCTACTCGGCTCGGTAA
F: TTCCTACCAGCGCAGACATA

WPL-470276 - DAT0276 o T CGTCTTCTTGGAGGTGAGG PIA =950
F: CAGGTTAGAAATGGCCGCAT

WPLATO347 DATO3AT 1 o CARCOAA SNP (C/T; 168) ~950
F: AACGAACTGGAGTCCTTGCT

WPL-470389  DATO38Y L AAACTAGTTGATTCCCCGCS
F: ATTACATGTTGCCTGCTCCC

WPLATOAZT  DATOAZT o OATCCOT SNP (A/T; 267) ~1050
F: CTGCTGCGCCAATAATCAGA

WPL-470451 - DAT0ASL L CATTGATGGATGGAGGACTGG
F: ACGTGGATAGAGGAAGCACT

WPLATOATO  DATOATO | o ARCTTOTG PIA ~650
F: AACTTGAGCGACACACACAC

WPL-A70475  DATOATS o o AACATCGAGGCCCTGA
F: TCCCGAAGAACTGTGGAACT

WPL-470479 - DAT0ATS o A rCCCAGCCACACTCTACAA
F: GTTTTCAGTATACGGACACACTG

WPL-470566  DA70566 . 1GGAATTCGCCCTTGATGS
F: GAAGCGCGGGACTTTATAGAC

WPL-470626 - DA70626 L AT CTGCAGAATTCGCCCTTG
F: TCCATCATCCCAAAGTTGCG

WPL861112 - DBBILLZ o o AGGTGTGTTGATTTGAACCT
F: AATGTCTCCTCGTAGTTGCG

WPL-861201  D861201 o - ATGCACACAACTTGCTCAC
F: TACCCCTCAACTCCCATTCC

WPLB61232 DBB1232 i cToAGe PIA ~1050
F: GTGACACAACGGGCAAATTG

WPL-861424 - DBBLA24 . GGGAGGGAACGTGAGCTATC
F: ACATGCTTTGAAGAGGACCC

WPLBOL475  DBBIATS o rergereTeTTCCTCCCTG
F: CACACACACCGGAACAAAAC

WPL-861500  D861500 -\ arGTATGTGGTGAACGGEC
F: CGTATTACTCCCTCCGTTGC

WPt-B61587 DBSISBT | ke CACAAA ~1100
F: AGGACATGCACTTCAGTAGC

WPLB6L77T DBOLITT o cacATGCGTTCCTGTCCTT
F: TAGAGAATCGCACGAGGAGA

WPL-861793  DBOL793 . o AAGATAAGAGCGTTGCGT
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Pokracovani Tab. 8.

Sekvence forward (F) a reverse (R) Délka

Marker Primer Polymorfismus

primeri (5' — 3') amplikonu [bp]
F: GCCAAGGCGTACAAGAAAGT
wPt-861794 D861794 R AGGAGGCGGAGATCTTCAAG DP ~1050-1150
F: TGCGGTTGAACAGTACATATCG
wPt-861836 D861836 R TTTCCAGATCAACGGCTCCT P/IA ~950
F: CATCGACGTTGTTGCTGAAGA
WPL-801914  DBISIA o roreccATGCCATACTCCAA
F: AAGAAACAGGGGAGTACACTTT
wPt-862154 D862154 R ACTGAACCGGGACTAATGGG SNP (GIT; 642) ~950
Pozn.. P/A ... polymorfismus presence/absence; DP ... délkovy polymorfismus;

SNP ... jednonukleotidovy polymorfismus. U SNP je uvedena konkrétni zdména bazi a jeji poloha
pocitana od zacatku F primeru. Markery, u nichZ neni uvedena délka amplikonu nebo typ polymorfismu,

se neamplifikovaly, amplifikovaly nespecificky nebo nebyly polymorfni.

M 150 151152 153 154 155 156 157 158 159 160
A A A BY AREASSEAS AR R

- -

1000 bp e

T I ) - e .. e -
500bp Wl

Obr. 10: Piiklad elektroforetického profilu presence/absence polymorfismu markeru wPt-470470 na ¢asti

verifikaéni mapovaci populace F» T. monococcum.

Pozn.: Produkty PCR byly separovany elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu. M ... velikostni
marker; 150-160 ... jednotlivé linie ¢asti verifikaéni mapovaci populace Fz; A ... genotyp rodice 144;

B ... genotyp rodice 246.
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Obr. 11: Piiklad elektroforetického profilu délkového polymorfismu markeru wPt-1602 na ¢&asti

verifika¢ni mapovaci populace F» T. monococcum.

Pozn.: Produkty PCR byly separovany elektroforézou na 1,5% agar6zovém gelu. M ... velikostni
marker; 150-160 ... jednotlivé linie ¢asti verifikaéni mapovaci populace Fz; A ... genotyp rodice 144;
B ... genotyp rodic¢e 246; H ... heterozygot.

Obr. 12: Piiklad SNP markeru wPt-0418 na &asti verifikaéni mapovaci populace F» T. monococcum.

Pozn.: 348-352 ... jednotlivé linie c&asti verifikaéni mapovaci populace Fp; A ... genotyp
rodi¢e DV92; B ... genotyp rodiée 165; H ... heterozygot.
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Amplifikujici se polymorfni markery byly pouZity ke genotypovani verifika¢nich

mapovacich populaci F; (viz Tab. 9).

Tab. 9: Shrnuti genotypovani verifika¢nich mapovacich populaci F, Triticum monococcum L.

Verifikatni Genotypované Pocet homozygotii .
. . linie/ Pocet
Marker Polymorfismus mapovaci populace . o
s negen(IJ_typovane proalelu A proaleluB heterozygoti
inie
wPt-0418 SNP DVx113, DVx165 201/3 60 50 91
wPt-1602 DP 144%246 a 246x144 192/11 79 17 96
144%246 a 246x144,
wPt-376043 SNP DVx113, DVx165 386/21 107 88 191
144%246 a 246x144,
wPt-376253 SNP DVx113, DVx165 401/6 94 107 200
wPt-469404 P/A DVx113, DVx165 204/0 150 54 0*
wPt-469467 P/A DVx113 102/0 28 74 0*
wPt-469636 DP 144x246 a 246x144 144/59 57 17 70
wPt-470029 SNP 144x246 a 246x144 197/6 72 25 100
wPt-470207 P/A 144x246 a 246x144 201/2 142 59 0*
wPt-470276 P/A DVx113, DVx165 203/1 162 41 0*
wPt-470347 SNP DVx113, DVx165 196/7 50 37 109
144x246 a 246x144,
wPt-470427 SNP DVx113 279/26 56 82 141
144x246 a 246x144, "
wPt-470470 P/A DVx113, DVx165 404/3 300 104 0
wPt-861232 P/A 144%246 a 246x144 203/0 157 46 0*
wPt-861794 DP DVx113 101/1 30 23 48
wPt-861836 P/A 144x246 a 246x144 202/1 175 27 0*
wPt-862154 SNP 144x246 a 246x144 195/8 42 52 101
Pozn.: P/A ... polymorfismus presence/absence; DP ... délkovy polymorfismus;

SNP ... jednonukleotidovy polymorfismus; 144x246 a246x144 ... verifikaéni mapovaci populace
pfipravena kfiZenim linii oznafenych 144 a 246; DVx113 ... populace ptipravena kiizenim linii
oznaenych DV92 a 113; DVx165 ... populace ptipravend kiiZzenim linii oznadenych DV92 a 165;

*dominantni markery neumoziuji odlisit jedince v daném lokusu heterozygotni od homozygotnich.

5.2 Verifikace lokusu kvantitativnich znaku

Jednomarkerovou regresni analyzou (Kearsey a Hyne, 1994) a jednofaktorovou analyzou
rozptylu (Fisher, 1918) byly identifikovany lokusy kvantitativnich znakt (QTL) pro dobu
kveteni, vySku rostliny, délku klasu, hustotu klasu, chlupatost listti a rozkladitost trsu. Pro znaky
— hmotnost zrn 1v1 (1 zrno v 1 obilce) a 2vl (2 zrna v 1 obilce), tvar obilky 1, 2 a 3, plocha
obilky, délka obilky, $itka obilky, procentualni zastoupeni seminek 1v1 (2v1l) a pomér poctu
seminek 1vl a2vl — nebyla do této doby fenotypova data zpracovana, a proto nebyly

do analyzy QTL zahrnuty.
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QTL s LOD > 3, nebo p-hodnotou < 0,05 (Tab. 10) byly povaZovany za verifikovane.

QTL verifikované ob&ma statistickymi metodami byly povaZovany za velmi signifikantni.

Tab. 10: QTL testované na verifika¢nich mapovacich populacich F; se ziskanymi LOD skore

a p-hodnotami.

Marker Chr. Pozice [cM] QTL LOD  p-hodnota Verifikovan
wPt-470347 1AM 0,5 doba kveteni* 4,44 1,77-108 ano”
doba kveteni* 0,94 0,029 ano
délka klasuo 5,08 0,216
wPt-861232 1AM 70,9
rozkladitost trsuo 229 0,257
chlupatost listiio 1 0,031
doba kvetenio 0,74 0,035
wPt-470427 1AM 72,2
hustota klasuo 1,16 0,018
rozkladitost trsuo 3,28 0,776
wPt-470029 2A™ 33,1 -
vyska rostliny* 0,1 0,616 ne
rozkladitost trsu* 4,01 0,684 ano
wPt-469636 2A™ 37,3 -
vyska rostliny* 0,42 0,027 ano
rozkladitost trsuo 6,24 0,514
wPt-1602  2A™ 40,3 -
vyska rostliny* 0,35 0,135 ne
délka klasuo 6,74 0,238
wPt-861836 2A™ 45,7 rozkladitost trsu* 40,2 0,951 ano
vyska rostliny* 0,83 0,308 ne
chlupatost listd* 4,29 0,011 ano*
wPt-470276 3A™ 53,7 délka klasuo 5 0,668
rozkladitost trsuo 29,9 0,958
wPt-376043 3A™ 67,9 chlupatost listd* 13,2 2,07-101 ano*
wPt-0418 3A™ 76,8 chlupatost listiio 6,4 0,008
délka klasu* 2,37 0,003 ano
wPt-470470 4A™ 25,1
hustota klasu* 1,59 0,007 ano
délka klasuo 8,38 0,007
wPt-470207 4A™ 32,7 rozkladitost trsuo 38,6 0,022
hustota klasuo 2,22 0,019
délka klasuo 3,43 0,150
wPt-469467 5A™ 110 -
rozkladitost trsu* 33,1 0,141 ano
wPt-861794 5A™ 111,2 rozkladitost trsu* 10,2 0,324 ano
délka klasuo 3,96 0,197
wPt-469404 5A™ 113,7 rozkladitost trsu* 32,5 0,183 ano
vyska rostlinyo 0,94 0,041
WPt- , chlupatost listi , , ne
Pt-376253 5A™ 125,6 hlup listh* 0,7 0,942
chlupatost lista* 1,19 0,001 ano
wPt-862154 5A™ 141,4
délka klasu* 0,31 0,956 ne

Pozn.: pozice markeri na chromozomech dle vazebné mapy Balcarkové (Klocova, 2010),

Gallové (2011) a Vanzurové (2011; 2013).; * ... QTL mapovany na mapovaci populaci Fg.12, * ... velmi

signifikantni verifikovany QTL, o ... QTL specificky pro verifikaéni mapovaci populace F».
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Alesponi jednou ze statistickych metod bylo identifikovano 30 QTL (Tab. 10). Z téchto 30
QTL bylo 13 QTL mapovano Klocovou (2010), Gallovou (2011) a Vanzurovou (2013)
na mapovaci populaci Fgi2 T.monococcum L. Jedna se o 2 QTL pro chlupatost listi
na chromozému 3A™ a 1 QTL pro chlupatost listii na chromozomu 5A™, 2 QTL pro rozkladitost
trsu na chromozomu 2A™a 3 QTL pro rozkladitost trsu ha chromozému 5A™, 2 QTL pro dobu
kveteni na chromozému 1A™, 1 QTL pro vysku rostliny na chromozomu 2A™, 1 QTL pro délku
klasu na chromozomu 4A™ a 1 QTL pro hustotu klasu na chromozému 4A™.

Ze zminénych 13 QTL byly 3 verifikovany (Tab. 10) jako velmi signifikantni (2 pro
chlupatost listd na chromozému 3A™ a 1 pro dobu kveteni na chromozomu 1A™), nebot’ jejich
LOD skore bylo vétsi nez 3 a zaroven p-hodnota mensi nez 0,05.

Dalsich 10 verifikovanych QTL bylo detekovano jen jednou z metod. Jednofaktorovou
analyzou rozptylu bylo identifikovano 5 QTL, a to 1 QTL pro dobu kveteni na chromozému
1A™ 1 QTL pro vy3ku rostliny na chromozomu 2A™, 1 QTL pro délku klasu na chromozému
4A™ 1 QTL pro hustotu klasu nachromozému 4A™ a 1 QTL pro chlupatost lista
na chromozomu 5A™. Jednomarkerovou regresni analyzou byly identifikovany 2 QTL
pro rozkladitost trsu na chromozému 2A™a 3 QTL pro rozkladitost trsu na chromozému 5A™.

5 QTL mapovanych na mapovaci populaci Fs..2 nebylo na verifika¢nich mapovacich
populacich F, detekovano ani jednou z metod a nebyly tedy verifikovany. A to 3 QTL
pro vysku rostliny na chromozému 2A™ (33,1, 40,3 a 45,7 cM), 1 QTL pro chlupatost lista
na chromozomu 5A™ (125,6 cM) a 1 QTL pro délku klasu na chromozému 5A™ (141,4 cM).

Mimo verifikované a neverifikované QTL byly alesponi jednou z metod odhaleny i dalsi
QTL specifické pro verifikaéni mapovaci populace F,, které by viak vyZadovaly dalsi
verifikaci. Mezi velmi signifikantni QTL, detekované obéma statistickymi metodami, patii
lokus pro chlupatost listi na chromozomu 3A™ (76,8 cM) a lokusy pro délku Kklasu

a rozkladitost trsu na chromozému 4A™ (32,7 cM).
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6 Diskuse

Vybrané QTL pro dulezité agronomické znaky, identifikované na Fe.1» mapovaci populaci
z kiizeni T. monococcum Kultivar DV92 a plané linie T. boeoticum G3116, byly verifikovany
pomoci F, mapovacich populaci. Tyto verifikaéni mapovaci populace byly konstruovany z linii
mapovaci populace nebo rodi¢ovskych linii vybranych tak, aby jednotlivé kvantitativni lokusy
byly maximalné mendelizovany.

Statistickymi metodami, jednofaktorovou analyzou rozptylu (ANOVA,; Fisher, 1918)
a jednomarkerovou regresni analyzou (Kearsey a Hyne, 1994), bylo zjisténo, zda existoval
signifikantni rozdil mezi fenotypy linii salelou A a linii salelou B. Za signifikantni se
povazovalo LOD skére > 3 (neboli 1000x vy$si pravdépodobnost, Ze znak pfispiva k variabilité,
nez nepiispiva; Morton, 1955) a p-hodnota < 0,05 (Pearson, 1900). Pfi LOD skore > 3 anebo
p-hodnoté < 0,05 se tedy piedpokladala existence QTL asociovaného s danym markerem.
Kombinace jednofaktorové ANOVA (Fisher, 1918) ajednomarkerové regresni analyzy
(Kearsey a Hyne, 1994) je postup doporuceny pro verifikaci QTL (Lander a Kruglyak, 1995),
aby se odfiltrovaly artefakty, které se objevily vlivem prostiedi nebo genetického pozadi
(Collard a kol., 2005).

Vysledky pouZitych statistickych metod se se dopliuji, aviak jen 3 ze 13 verifikovanych
QTL bylo detekovano obéma metodami. Jednofaktorovd ANOVA (Fisher, 1918) je jednodussi
a spise orienta¢ni metoda, pocita pouze s genotypy homozygoti a v nasem piipadé je limitovana
malou velikosti populace. Oproti tomu jednomarkerova regrese (Kearsey a Hyne, 1994)
v programu QGene 4.4 (Joehanes a Nelson, 2008) pracuje i S genotypy heterozygoth
a zpusobem pfipravy mapovaci populace a umoziuje piesnéjsi identifikaci asociace znaku
s markerem a potazmo lokusem.

Lokusy pro chlupatost listti byly verifikovany na chromozému 3A™ (53,7 a 67,9 cM, resp.
~54 % a ~68 % chromozoému) a 5A™ (141,4 cM; ~88 % chromozdému). Doposud tento znak
na chromozomu 3A™ nebyl mapovan. Lokus pro chlupatost listd byl diive v praci Hori a kol.
(2007) mapovan na chromozomu T. monococcum 5A™ (~95 % chromozomu). Pozice v 95 %
chromozomu piiblizné odpovida detekovanému QTL v 88 % chromozému a pravdépodobné se
jedna o stejny QTL. Rozdily ve vysledcich pravdépodobné zplisobilo pouziti jiné mapovaci
populace, jiny zptsob mapovani znaku anebo maly piispévek téchto lokust k variabilité znaku,
ptipadné jejich velka zavislost na dalSich lokusech nebo vnéjsich podminkach. Taketa a kol.
(2002) lokalizoval lokus pro chlupatost listt nachromozému 7B hexaploidni pSenice.
Na mapovaci populaci Fg.1> byl lokalizovan lokus pro chlupatost pSenice také na chromozému
7A™, ale pro tento lokus nebyly ziskany vhodné markery pro verifika¢ni mapovaci populace F».
Na 7B i na 7A™ byl lokus pro chlupatost listi identifikovan pfiblizné v poloviné kratkého

ramene a pravdépodobné se jedna o syntenni lokusy. To v§ak musi byt ovéteno jinymi markery.

38



Daldimi verifikovanymi QTL byly lokusy pro dobu kveteni, které se nachazely
na opaénych koncich chromozému 1A™ (0,5 cM a 70,9 cM, resp. ~1 % a ~98 % chromozomu).
Bullrich a kol. (2002) taktéZ lokalizovala a verifikovala lokus (gen ranosti per se Eps-A™ 1)
ovliviiujici dobu kveteni T. monococcum v distalni ¢asti dlouhého ramene chromozomu 1A™.
QTL ovlivilgjici dobu kveteni byly lokalizovany V distalni ¢asti dlouhého ramene chromozému
1AY, 1B a 1D hexaploidni p3enice (Kuchel a kol., 2006; Griffiths a kol., 2009; Bennett a kol.,
2012) i na kratkém rameni chromozému 1B (Zikhali a kol., 2017). Je mozné, Zze QTL v1 %
chromozému 1A™ je homeologni ke QTL na kratkém rameni chromozému 1B. Na mapovaci
populaci Fs.12 byly mapovany QTL pro dobu kveteni i na chromozému 5A™ (~21 %) a 7A™
(~29 %; Vanzurova, 2013), avsak pro né nebyly ziskany markery pro verifika¢ni populace.
Yuakol. (2017) nicméné také mapoval QTL pro dobu kveteni v podobné pozici na 5A™
(~35%) a 7TA™ (~33 %) a piedpoklada, Ze se jedna o geny VrnA™1 (Dubcovsky a kol., 1998;
Yan a kol., 2003) a FT1-Vrn3 (Yan a kol., 2006).

Dalsi QTL, jez byly verifikovany, jsou lokusy pro rozkladitost (tvar) trsu na chromozému
2A™ (37,3 a 45,7 cM) a 5A™ (110, 111,2 a 113,7 cM). Tyto udaje nebylo mozné porovnat
S jinymi pracemi, nebot’ mapovanim QTL pro rozkladitosti trsu se Zadné nezabyvaly.

Déle bylo verifikovano QTL pro vy3ku rostliny na chromozému 2A™ (37,3 cM; ~39 %
chromozému). Hori a kol. (2007) mapoval lokus pro délku stonku v ~35 % chromozému 2A™
T. monococcum. Yu a kol. (2017) mapoval lokus pro vysku rostliny ve ~40 % chromozému
2A™, pticemz se domnivd, Ze se jedna o lokus homeologni s Rht-8 hexaploidni pSenice (Korzun
a kol., 1998). Ve stejné pozici (~40 %) byl QTL pro vysku rostliny mapovan na chromozému
2B hexaploidni pSenice (Gao a kol., 2015). Jedna se pravdépodobné o homeologni lokusy.
Vanzurovou (2013) byly lokusy pro vySku rostliny mapovany na mapovaci populaci Fs.i2
i na chromozdémech 3A™ (~36 %) a 7A™ (~98 %), pro které vSak nebyly ziskany markery.

DalSim verifikovanym QTL byl lokus pro délku klasu na chromozému 4A™ (25,1 cM;
~44 % chromozdmu). Hori a kol. (2007) mapoval QTL pro délku klasu také na chromozému
4A™ ato v pozici ~55 %. Borner a kol. (2002) u hexaploidni pSenice mapoval, pravdépodobné
homeologni, lokus pro délku klasu na chromozému 4A", a to v oblasti ~45 % chromozému.
Vanzurova (2013) mapovala QTL pro délku klasu i na chromozomech 2A™ (~41 %), 3A™
(kaZdou sezonu jina pozice) a 6A™ (~45 %), pro které nebyly ziskany markery.

QTL pro hustotu klasu (pomér poctu klaskti na klas a délkou Kklasu) byl verifikovan
na chromozomu 4A™ (25,1 cM; ~44 % chromozému). Hori a kol. (2007) mapoval lokus
pro hustotu klasu na dlouhém rameni chromozomu 4A™ (~60 %) a Yu a kol. (2017) v ~44 %,
~56 % a ~63 % 4A™. Borner a kol. (2002), Ma a kol. (2006) a Kumar a kol. (2007) mapovali
lokusy ovliviiujici hustotu klasu na dlouhém rameni chromozomu 4A" hexaploidni p3enice.
Odchylka muZe byt zpusobena jinymi vnéj$imi podminkami nebo chybami fenotypovani ¢i

genotypovani, avSak také se mize jednat o rozdilné QTL.
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[ Zavér

Cilem bakalaiské prace byla verifikace lokust kvantitativnich znakti detekovanych na mapovaci
populaci Fs.12 Triticum monococcum L. (Vanzurovd, 2013) z kiizeni linii DV92 a G3116
(Dubcovsky a kol., 1996).

Pro verifikaci identifikovanych QTL byly konstruovany F; verifikaéni mapovaci populace
Triticum monococcum L. pouzitim linii DV92 a 113, DV92 a 165, 144 a 246. 17 DArT markert
z vybranych lokust bylo pfevedeno na PCR markery. Jejich asociace s danym fenotypem
ve verifika¢nich mapovacich populacich F; byla analyzovana jednomarkerovou regresi
(Kearsey a Hyne, 1994) ajednofaktorovou analyzou rozptylu (Fisher, 1918). Bylo
identifikovano 30 lokust kvantitativnich znak na chromozomech 1A™, 2A™, 3A™, 4A™ a 5A™.

Ztéchto 30 lokust bylo 13 lokusti verifikovano. Verifikovano bylo 5 lokust
pro rozkladitost trsu na chromozémech 2A™ a 5A™, 3 lokusy pro chlupatost listi na 3A™ a 5A™,
2 lokusy pro dobu kveteni na 1A™, 1 lokus pro vysku rostliny na 2A™, 1 lokus pro délku klasu
na 4A™ a 1 lokus pro hustotu klasu na 4A™ Z verifikovanych lokusi byly 2 lokusy

pro chlupatost list na chromozoému 3A™ a 1 lokus pro dobu kveteni na LA™ velmi signifikantni.
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