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Souhrn

vvvvvv

svéta. PSenice poskytuje 20 % vSech kalorii konzumovanych lidskou populaci. Vzhledem
K rozrustajici se lidské populaci, ménicim se klimatickym podminkam a omezenym zdrojim
osevnych ploch je pSenice pfedmétem studii fady genetickych a Slechtitelskych programu
zamétenych na navySeni jejiho vynosu a kvality. Hlavni obstrukci v tomto usili je jeji
relativné velky allohexaploidni genom. Jednou z moznosti snizeni komplexity pSeni¢ného
genomu je vyuziti piibuznych druha s niz§im stupném ploidie, které slouzi jako modely pro
jednotlivé subgenomy. V piipadé¢ subgenomu A to nejcastéji byva diploidni jednozrnka
(Triticum monococcum L.). Ta mize byt diky své zachované genetické diverzité pouzita jako
zdroj novych genti k obohaceni genomu pSenice seté. Cilem piedkladané prace bylo studium
agronomicky vyznamnych kvantitativnich znakti u Triticum monococcum L. Prace se sklada

ze dvou ¢asti, teoretické a praktické.

Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na piehled vybranych kvantitativnich znakl pSenice
jednozrnky ovliviiujicich vynos, kvalitu zrna a odolnost vii¢i biotickym a abiotickym strestim.
V ramci praktické casti byly dopéstovany dvé generace RIL mapovaci populace Triticum
monococcum L. a byla zahusSténa stavajici vazebna mapa Triticum monococcum L. Mapa,
s celkovou délkou 863 cM a 480 zamapovanymi markery, byla pouzita k identifikaci QTL pro
jedenact znaku, které byly popsany v teoretické Casti prace. Znaky pro QTL analyzu byly
sledovany po dobu ¢tyt let. Celkem bylo na sedmi chromozdémech lokalizovano 35 lokust pro

devét kvantitativnich znaku.



Summary

Bread wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important crops in the word and
provides 20 % all calories consumed by human population. In spite of climate changes,
limited resources of arable land and fast growing human population are yield and quality
improvements the major changes of sustainable agriculture. The main obstructions in
identification of genes affecting wheat improvement are size and complexity of the
allohexaploid wheat genome. One of the possibilities of reduction complexity wheat’s
genome is aplication of related species with lower ploidies. Triticum monococcum L. which is
related to wheat genome A is frequently used for this purpose. The main advantage of the
Triticum monococcum L. is diploid genome and well preserved genetic diversity can be used
as source of new genes to enrichment bread wheat gene pool. The main aim of the proposed
work was study of agricultural important qualitative traits of Triticum monococcum L. The

work is composed of two parts, theoretical and practical.

The theoretic part of the work is targeted to reviewing of chosen qualitative traits of
einkorn wheat which have the influence on yield, quality of grain and resistence of biotic and
abiotic stress. Within of practical part of this work were cultivated two generations RIL
mapping population Triticum monoccum L, and existing linkage map of Triticum
monoccum L. was saturated with additional markers. Total length of the map was 863 cM
with 480 markers. The map was used for identification QTL for 11 traits, which are described
in the theoretic part. The quantitative traits were monitored for 4 years. In total on 7

chromosomes were mapped 35 loci of 9 quantitative traits.
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1 Uvod

Psenice seta (Triticum aestivum L.) je zemé&délsky vyznamna plodina, ktera tvoti ~90 %
svétové produkce pSenice a je zakladni potravinou pro 40 % svétové populace. Diky své
nutricni hodnoté, nizké naroCnosti na podminky péstovani, jednoduché skladovatelnosti
a dlouh¢ trvanlivosti zrn je nejrozsifenéjSi obilovinou na svété. S ohledem na jeji stale
rostouci spotfebu a omezené mnozstvi osevnych ploch je nutno péstovat vyslechténé
kultivary, které jsou odolnéjsi a maji vyssi vynos. Piekazkou pii Slechténi pSenice je jeji velky
genom (2n = 6x = 42, AABBDD, 1C = 17 Gb) se tfemi homeolognimi subgenomy. Pro
zjednoduseni se pouzivaji blizce ptibuzné druhy s niz§im stupném ploidie, které slouzi jako
modely pro jednotlivé subgenomy. Pro studium pSeni¢ného genomu A je idedlni blizce
piibuzna Triticum monococcum L., u které je diky dostupnosti kultivované i plané formy
zachovana vysokd mira genetické diverzity vyuZitelnd pro obohaceni genomu hexaploidni
pSenice.

Predkladana prace se zabyva studiem agronomicky vyznamnych kvantitativnich znakt
Triticum monococcum L.



2 Cile prace

Cilem této diplomové prace je studium kvantitativnich znakt Triticum monococcum L.

vyznamnych pro Slechténi pSenice.

Dopéstovani mapovaci populace a jeji genotypovani.

Navrh pokusu pro QTL mapovéani v sezoné 3 a 4.

Sbér dat a jejich vyhodnoceni.

Integrace genetickych map zalozenych na PCR a DArT platformach.
Identifikace QTL a integrace sezon 1, 2, 3 a 4.

2 A

Vypracovani diplomové prace.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 OBILOVINY

Celed travy (Poaceae) zahrnuje pies 10 000 druhi. Jejich reprodukéni mechanizmus,
anatomie a geneticka variabilita maji za nasledek velkou schopnost adaptovat se na Siroké
spektrum piirodnich podminek, coz umoznilo rozsifeni trav od rovniku az za polarni kruh
Od pocatku zemédelstvi (pied vice nez 10 000 lety) ptedstavuji obiloviny vyznamny zdroj
kalorii pro lidstvo. Diky svému relativné vysokému vynosu, nutricni hodnotg,
bezproblémovému uskladfiovani a transportu se staly zemédé€lskou plodinou a nékteré byly
domestikovany (Zohary a Hopf, 2000). Nejvétsi zastoupeni domestikovanych druhd ma tribus
Triticeae, jehoz zastupci tvoii v soucasnosti pies tfetinu celosvétové produkce obilovin
(Feuillet a kol., 2007). Soucasti tribu Triticeae jsou rody Triticum, Secale a Hordeum
(Obr. 1). Nejproduktivngjsi je rod Triticum (pSenice). Co se tyce uspotadani genomu, jedna se
o variabilni skupinu zahrnujici diploidni (2n = 2x = 14), napt.: Triticum monococcum L.
a T. boeoticum Boiss., T. urartu, tetraploidni (2n = 4x = 28), napi.: T. turgidum L.,
T. turgidum ssp. durum, T. turgidum ssp. dicoccum atd. a hexaploidni (2n = 6x = 42), napt-:
ktera tvori ~90 % svétové produkce psenice (http://faostat.fao.org/). Soucasn¢ je zéakladni
potravinou pro 40 % lidské populace (http://www.cimmyt.org/). Z historického hlediska ma

obrovsky vyznam Triticum monococcum L. (Devos a Gale, 1997; Feuillet a kol., 2007).
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TRENDS in Genetics

Obr. 1: Evoluce tribu Triticeae
(prrevzato z Feuillet a kol., 2007)

3.1.1 Triticum aestivum L.

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je allohexaploidni obilovina (2n = 6x = 42,
AABBDD), jejiz genom je slozen ze tfi homeolognich subgenomi (A, B, D). Genom
obsahuje asi 17 Gb (Bennett a Smith, 1991).

Prvnim krokem vedoucim k polyploidizaci pSenice (pted 0,5 az 3 miliony lety) byla
hybridizace diploidni pSenice Triticum urartu (2n = 2x = 14, A"A"; donor genomu A; Dvoiak
a kol., 1988; Dvorak a kol., 1993), s dosud nezndmym druhem ze sekce Sitopsis, blizce
ptibuznym s Aegilops speltoides (SS), ktery poskytl genom B (Dvofdk a Zhang, 1990).
Vysledkem byl fertilni tetraploid Triticum turgidum (2n = 4x = 28, A"A"BB). Triticum
turgidum byla oproti svym diploidnim predkim vitaln€jsi, méla vyssi vynos a vétsi schopnost

adaptace na meénici se environmentalni podminky. Pfed vice nez 10000 lety byla
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domestikovana. Byla z ni vySlechténa fada odriid, které¢ byly péstovany po celém svéte.
V soucasnosti ma maly ekonomicky vyznam pouze Triticum turgidum ssp. durum (pSenice
tvrda), ktera je péstovana na vyrobu téstovin. Druhd evolucni udélost, vedouci k pSenici seté,
se odehrala v oblasti na jih od Kaspického moie (pied 8 000 az 10 000 lety), kde se pSenice
tvrda zkfizila s planym diploidnim druhem Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, DD), donorem
genomu D. Tato hybridizace dala vzniknout hexaploidnimu druhu zndamému jako pSenice seta
Triticum aestivum (2n = 6x = 42, AABBDD). Genom D nese geny pro lepsi adaptaci na
kontinentalni klima stfedni Asie, coz umoznilo dalsi ekologické a geografické rozsiteni
pSenice. Mimo jiné koduje proteiny zlepsujici vlastnosti kynutych produktd pSenice.
Kombinace téchto faktorti ptispéla k celosvétovému rozsifeni pSenice seté (Feuillet a kol.,

2007).

3.1.2 Triticum monococcum L.

Triticum monococcum L., nékdy téz nazyvana jako jednozrnka, je jednou
Z nejprimitivngj$ich obilovin. Jedna se o diploidni (2n = 2x = 14, A"A™) pluchatou p3enici
s plochym dvouradym osinatym klasem. Klas je kiehky s ldmavym vietenem. VétSina
kulturnich jednozrnek produkuje jedno zrno na klasek, odtud jeji nazev, ale objevuji se

I kultivary se dvéma zrny (Zohary a Hopf, 2000).

Jednozrnka byla pravdépodobné prvni pSenici, kterd byla Siroce kultivovana, a to pred
vice nez 10 000 lety v oblasti ,,Urodného pulmésice. Ta se rozkladala na uzemi dnesniho
Egypta, Turecka, Irdku, Iranu, Izraele a Syrie (Obr. 2), coz je domovina plevelné jednozrnky
Triticum boeoticum Boiss. Z té byla ptisobenim selekce vyslechténa domestikovana forma
Triticum monococcum L. ssp. monococcum (Heun a kol., 1997). Pies sviyj nizky vynos byla
po n¢kolik tisicileti hlavni plodinou tohoto regionu, odkud byla diky adaptaci na chudé
pis¢ité, vapenaté a jilovité pudy, mrazuvzdornosti a odolnosti vi¢i riznym patogentim
masivné rozsifena. V soucasné dob¢ se jednozrnka péstuje zejména jako krmivo pro zvirata
a jeji zemedéElsky vyznam je minimalni. Mnohem vétsi vyuziti ma jako zdroj novych alel pro
zlepSeni vynosu a kvality pfibuznych kultivovanych pSenic, a to diky své zachované genetické

variabilité (Feuillet a kol., 2007; Zohary a Hopf, 2000).
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TRENDS in Genelics

Obr. 2: Oblast ,,Urodného piilmésice (zelen&), mista domestikace jednozrnky
(prrevzato z Feuillet a kol., 2007)

3.1.3 Triticum monococcum L. jako zdroj novych gent pro Slechténi
hexaploidni pSenice

Kultivaci, domestikaci a Slechténim se sniZuje diverzita dneSnich elitnich kulturnich
plodin, jejichz geneticky fond pfedstavuje pouze ¢ast mozné rozmanitosti. Pro moderni
zemédé€lstvi jsou proto velmi uzite¢né piibuzné plané rostouci druhy (plodiny), které tvofi
zdroj uzite¢nych znaku (genll) a mohou byt pouzity jako modelové rostliny (Feuillet a kol.,
2007; Hajjar a Hodgkin, 2007; Rawat a kol., 2012). Vhodnym genetickym modelem pro
pSenici setou je pSenice jednozrnka, ktera je diploidni a blizce piibuzna s donorem
subgenomu A hexaploidni pSenice, s Triticum urartu. Jednozrnka si zachovala velkou
genetickou variabilitu (nebyla intenzivné §lechténa a zahrnuje plané i kultivované odrudy) a je

pro ni vytvorena relativné husta geneticka mapa (Dubcovsky a kol., 1996; Singh a kol., 2007).

Prostiednictvim Triticum monococcum L. byly zamapovany geny VRN-1 a VRN-2,
jejichz ortology byly identifikovany i u Triticum aestivum L. VRN-1 a VRN-2 jsou geny
kontrolujici pottebu jarovizace (vystaveni chladu) rozdélujici pSenici na ozim a jafinu. Ozima
pSenice vyzaduje pro ptechod z vegetativni do generativni faze obdobi nizkych teplot. Tento
mechanizmus zabrafiuje poskozeni na chlad citlivého kvétniho meristtmu béhem zimy.
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Vernalizace spolu s citlivosti na délku dne hraje dilezitou roli v adaptaci pSenice na fadu
prostiedi (Dubcovsky a kol., 1998; Yan a kol., 2003).

VRN-1 a VRN-2 jsou hlavnimi geny jarovizace u jednozrnky. Vrn-A™1 byl zamapovan
na 5A™L chromozému (Dubcovsky a kol., 1998) a po té poziéné klonovan (Yan a kol., 2003).
Hexaploidni pSenice ma tfi ortologni geny jarovizace. Hlavnim z nich je Vrn-Al (pivodné
oznacovan jako Vrnl), ktery je v dominantnim stavu u jafiny, redukuje jarovizaci. Vrn-Al byl
lokalizovan na dlouhém raménku 5A chromozému. Vrn-Bl (pavodné Vrn4 a Vrn2) byl

zamapovana na chromozému 5B, Vrn-D1 (ptivodné Vrn3) se nachézi na SDL chromozomu.

Druhy gen jarovizace nalezeny u Triticum monococcum L., Vrn-A™2, lezi v distalni
oblasti chromozému 5A™L., v segmentu translokovaném z chromozému 4A™. Tento gen
nebyl u Triticum aestivum L. mapovam, ptestoze byla potvrzena jeho exprese (Dubcovsky
a kol., 1998; Kosova a kol., 2008; Yan a kol., 2003; Yan a kol., 2004).

Pomoci Triticum monococcum L. byly identifikovany tfi geny rezistence proti padli
(Blumeria graminis), a to Pm1b, Pm25 a pm2026. Schmolke a kol. (2012) zamapovali na 2AL
chromozému novou alelu pro tuto rezistenci, Pm4. Faris a kol. (2003) s vyuzitim BACové
knihovny Triticum monococcum L. zaklonovali Q lokus, ktery hral dulezitou roli pfi
domestikaci psenice. Kuraparthy a kol. (2007) lokalizovali na dlouhém rameni 3A"
chromozomu mutantni mapovaci populace Triticum monococcum ssp. monococcum gen tin3.

Jedna se o jeden z gentl fidicich odnozovéani.

3.2 AGRONOMICKY VYZNAMNE KVANTITATIVNI ZNAKY

Kvantitativni znaky vykazujici kontinudlni fenotypovou variabilitu jsou fizeny QTL
(quantitative trait loci, lokus s kvantitativnim znakem). QTL jsou mista na chromozomech,
sjednim nebo vice geny, podilejici se riznou mérou na projevu daného znaku. Mezi
agronomicky vyznamné kvantitativni znaky fadime napft. toleranci k biotickym a abiotickym
stresim, dobu kveteni, kvalitu zrna a vynos. Vynos Ize definovat jako vysledek ristu
a vyvojového procesu plodiny (Slafer, 2003). Jednd se o komplexni znak podminény vice
geny s nizkou dédivosti, jehoZ projev je siln¢ ovliviiovan environmentadlnimi podminkami
(Cuthbert a kol., 2008). Hlavnimi komponenty vynosu jsou: mnozstvi klasti na m?, pocet zrn

na klas a velikost zrn nebo taky vaha tisice zrn (Obr. 3). Jednotlivé komponenty vykazuji
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vys$si dédivost a mensi citlivost k vnéj$im podminkam nez vynos jako celek (Cuthbert a kol.,
2008). Vynos at’ pfimo ¢i nepiimo souvisi s dalSimi kvantitativnimi znaky (vySka rostliny,

pocet odnozi, obsah proteinii v zrnech atd.), které jsou charakterizovany v nasledujicich

podkapitolach.
vynos
\
zm((l/m2 vdha\zma

\

( \

zrna/kKlas klasy/m?
A
rostliny{/m2 l{laly/rostlina
[ \

zrna/klasek klasky/klas

Obr. 3: Podrobné schéma jednotlivych komponenti vynosu
(upraveno podle Slafer, 2003)

3.2.1 Obsah proteint v zrnech

GPC (grain protein content) je kvantitativni znak, ktery ovliviiuje nutriéni hodnotu zrn
a kvalitu z nich vyprodukovanych potravin. Hodnoti se nejen typ pfitomnych proteinu, ale

i jejich procentuelni zastoupeni.

Majoritnim proteinem (az 80 % proteinového obsahu) v psSeni¢nych obilkach je lepek.
Ten je tvofen dvéma hlavnimi frakcemi: gliadiny a gluteniny. Gliadiny délime, na zakladé
jejich pohyblivosti v PAA gelu, na a-, B-, y- a ®-gliadiny. U pSeni¢nych odrad péstovanych

na vyrobu nudli je vyzadovana pfitomnost y-gliadinu 45 namisto y-gliadinu 42. y-gliadin 45
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totiz vyrazné zvysuje kvalitu varenych téstovin (Kosmolak a kol., 1980). Gluteniny tvoti dvé
skupiny liSici se molekulovou hmotnosti, a to HMW-GS (vysokd molekulova hmotnost)
a LMW-GS (nizka molekulova hmotnost; Bietz a Wall, 1972). HMW podjednotky jsou
kédovany Glu-1 lokusy na dlouhych ramenech chromozomu skupiny 1, které vykazuji
znaénou genetickou variabilitu (Payne a kol., 1987). Tato ovliviiuje pekaiskou kvalitu,
konkrétn¢ viskoelastické vlastnosti tésta. Pro ohodnoceni pekaiského potencidlu pSeni¢nych
kultivart zavedl Payne (1987) statisticky pfistup, pti kterém je kazdé gluteninové podjednotce
pfifazeno kvalitativni skore. Z hodnot jednotlivych podjednotek je vypocitana celkova

chlebopekarenska kvalita kultivaru (s maximalni hodnotou 10).

Z kvantity, kvality a vzdjemné kombinace jednotlivych frakci lepku se odviji kvalita
mouky a nasledné€ 1 jeji vyuziti. To mize byt, podle obsahu proteint, nasledujici: 10,5 % az
14 % pekarensky primysl, 8 % az 11,5 % vyroba nudli, méné jak 8,5 % cukrarensky primysl.
Zrna s obsahem proteind nad 14 % se pridavaji do smési k zrnim s nizkou kvalitou proteini
(Bushuk, 1998).

GPC, stejné jako dalsi kvantitativni znaky, je silné¢ ovliviiovan environmentalnimi
podminkami (irodnosti pudy, teplotou, srazkami, mnozstvim dusiku atd.; Groos a kol., 2003;
Krupnov a Krupnova, 2012). Genotyp zodpovida pouze za 5 % variability znaku (Johnson
akol., 1973). Rozdily v GPC se objevuji nejen mezi jednotlivymi rostlinami populace ale
i mezi obilkami klasu (Stuber a kol., 1962). Stejn¢ tak lze pozorovat odlisné hodnoty GPC
mezi jafinou a ozimem a mezi tetraploidni a hexaploidni pSenici, pficemz vyS$si obsah
proteini mé vzdy prvni ze srovnavané dvojice (Shilbom, 1962). Variabilita GPC mezi planou
a kultivovanou pSenici je zapfi¢inéna hybridizaci genomu DD Aegilops tauschii
s tetraploidnim genomem AABB (Tyuterev a kol., 1973). Pfestoze pro Aegilops tauschii neni
typicky nizky obsah proteind, interakci jeho genomu s genomem AABB dochazi k vzajemné
supresi gent pro vysoky GPC (Kushnir a Halloran, 1982; Zlatska a Sozinov, 2003). Z tohoto
divodu ma plana pSenice vyssi obsah proteinti nez ta kultivovana, u které se GPC pohybuje
vrozmezi 10 % az 14 % (Blanco a kol., 2006). Cilem $lechtiteld je navysit tuto hodnotu.
Setkavaji se tu vSak s fadou komplikaci. Hierarchie kontrolujici GPC je sloZzita. Dosud nebyl
objasnén molekularni mechanizmus regulace tohoto znaku. Na projevu GPC se totiZ podileji
nejen QTL umisténé na riznych chromozdémech, podminky prostfedi (mimo jiné dostupnost
dusiku v pud¢), ale i fada regulac¢nich gent ovliviujicich napt. expresi podjednotek gluteninu
(Glu-1A, Glu-1B, Glu-1D; Payne a kol., 1987) a skladovani proteini (Kulwal a kol., 2005).

16



DalSim tuskalim je negativni korelace GPC s komponenty vynosu a tedy nemoznost

soucasného navysSeni obou téchto péstitelsky vyznamnych znaka (Loffler a Busch, 1982).

Rada jiz vyslechténych linii s vysokou hodnotou GPC vsak naznaduje, Ze tyto problémy
nejsou nefesitelné (Zlatska, 2005). Podminkou zdafilého transferu genetického materialu
nesouciho pozadovany znak je schopnost parovani donorovych chromozému s chromozémy
recipienta. Triticum aestivum se relativné jednoduse paruje s chromozoémy tetraploidnich
pSenic. Opacné tomu je napt. u druhtt Aegilops. Vyjimkou jsou Aegilops speltoides a Aegilops
mutica, které nesou geny blokujici Ph systém (systém zabrafniujici homeolognimu parovani

chromozomu; Riley a kol., 1961).

QTL pro GPC byly zamapovany jak pfi genetické analyze hexaploidni pSenice, tak
i tetraploidni pSenice. Konkrétné na chromozémech 2A, 2D, 3A, 4D, 7A a 7D (Borner a kol.,
2002; Groos a kol., 2003), respektive 4B, 5A, 6A, 6B, 7A a 7B (Blanco a kol., 2002). Uauy
a kol. (2006) zaklonovali Gpc-B1, pseni¢ny kvantitativni lokus ovliviujici obsah proteint,

zinku a zeleza v zrnech.

3.2.2 Vaha zrn

Vaha zrn (KW, kernel weight) je jednim ze tfi hlavnich komponentt vynosu. Nejcastéji
je uvadéna jako vaha tisice zrn (TKW, thousand-kernel weight). Stejn¢ jako u ostatnich
kvantitativnich znakd, 1 v tomto pfipadé, je kone¢ny projev znaku vysledkem interakce genli
(s nizkou dédivosti) s environmentalnimi podminkami. Véha zrn je mimo jiné ovliviiovana
korelaci s dalsimi kvantitativnimi znaky. Cui a kol. (2011) potvrdili stabilni genetickou
asociaci KW s rozméry pSeni¢ného zrna. Nejsilnéjsi vliv ma $itka obilky, nasledné jeji délka.
Primér zrna mé pro tento znak minimalni vyznam. Vaha zrn se méni 1 v zavislosti na jejich
mnozstvi. Primérna véha zrn na jednotku plochy je s nartstem poctu zrn redukovana. Avsak
vzhledem Kk poloze jednotlivych zrn na klasu neni snizeni vahy tak vyrazné (kromé apikalni
oblasti; Obr. 4). Obecné plati, ze proximalni zrna v centralni oblasti klasu jsou téz$i nez ta
akol., 2005), které maji vétsi pestiky (Calderini a Reynolds, 2000). Nartist poctu zrn
negativné ovliviiuje proximalni zrna v bazdlni, centrdlni i apikdlni oblasti. Naopak vaha

distalnich zrn v centrdlni oblasti klasu pozitivné koreluje s poctem zrn (Acreche a Slafer;
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2006). Jak jiz bylo vySe zminéno, vdha zrn je ovliviiovdna fadou environmentalnich vlivi,
napt. teplotou. Ugarte a Kol. (2007) pii své studii zjistili, Ze zvySena teplota pied obdobim
kveteni (zejména v dob¢ elongace stonku) muze zptsobit vyrazné snizeni KW. V piipadé, ze

maximalni teploty piekro¢i 27°C, muze dojit k produkci sterilnich zrn (Mitchell a kol., 1993).

Apikalm
APg g % Po klasky

CDg k. N
= 0.
CPg [ OO .. }"Dg Centralni
0O - klasky
O :|CPg
>y
BPg O s

\ Okeg Bazalni
klasky

Obr. 4: Pozice zrn na klasu

Proximalni zrna (bila kolecka) v apikalnich (APg), centralnich (CPg) a bazalnich (BPg) klascich a distalni

zrna (Cerna kolecka) v centralnich klascich (CDg). (prevzato z Acreche a Slafer, 2006)

QTL pro KW byly zamapovany na chromozomu 1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2D, 3A, 3B, 3D,
4A, 4B, 5A, 5B, 6A, 7A, 7D (Borner a kol., 2002; Cui a kol., 2011; Cuthbert a kol., 2008;
Groos a kol., 2003; Huang a kol., 2003; Huang a kol., 2004; Kumar a kol., 2006; Mir a kol.,
2012; Tsilo a kol., 2010). Na chromozémech 2B, 5B a 7D jsou lokalizovany spole¢né s QTL
pro vynos. Jelikoz ma TKW vyssi dédivost, dalo by se tohoto spole¢ného vyskytu QT lokust
vyuzit ve Slechtitelskych programech ke zvySeni vynosu (Groos a kol., 2003).

Roder a kol. (2008) jemnym mapovanim diive popsaného QTL, konkrétné
Vv telomerické oblasti chromozomu 7DS (QTgw.ipk-7D), potvrdili pfitomnost genu gwl

regulujiciho vahu zrn.
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Zhang a kol. (2012b) na zakladé vazebného mapovani, asocia¢ni analyzy a analyzy
exprese genu TaCKX6-D1 (pSeni¢ného ortologu ryzového genu OSCKX2) prokazali jeho
vyraznou asociaci s TKW. TaCKX6-D1 koéduje cytokinin oxidazu/dehydrogenazu (CKX).
CKX se ireverzibilni degradaci cytokininii (CK) podileji na regulaci CK-dependentnich
procesi, jako je napft. proliferace a diferenciace rostlinnych buné¢k, senescence, transdukce
nutriénich signali a rostlinnd produktivita (Schmiilling a kol., 2003). Funkce jednotlivych
CKX se v zavislosti na rozdilnych zpusobech exprese lisi. Konkrétné OsCKX2 je pievazné
exprimovana v kvétenstvich, naopak TaCKX6 v zrnech. Redukei exprese OSCKX2 dochazi
k akumulaci CK v meristému kvétenstvi, coz vede k navySeni poctu reprodukénich organi
atim padem i poctu zrn. Naopak snizena exprese TaCKX6 je spojena S narlstem vahy zrn

(Zhang a kol., 2012b).

3.2.3 Velikost zrn

Velikost zrn je dilezitym komponentem vynosu, definovanym tfemi rozméry: délkou,
Sitkou a tloustkou. Tyto pozitivné koreluji s vahou zrn (Bednarek a kol., 2012; Cui a kol.,
2011; viz kapitola 3.2.2). V ramci rostlinné fise se jedna o velmi variabilni znak. Jako ptiklad
lze uvést rozdil vahy semene orchideje (0,0001 mg) a palmy Lodoicea maldivica (20 kg).
Znaéné rozdily jsou i V rdmci poctu zrn. Jiz zminéna orchidej jich vyprodukuje zhruba
4 000 000. Naopak Lodoicea maldivica ma pouze 1, které vsak patii mezi nejvetsi v rostlinné

fi8i. Z tohoto srovnani je ziejma negativni korelace mezi velikosti a po¢tem semen (Grupta

a kol., 2006).

U zemédé@lsky vyznamnych plodin, mezi které patii i pSenice, 1ze v ramci domestikace
pozorovat trend vedouci ke zvétSovani zrn. Konkrétné pii prechodu plané jednozrnky
(Triticum monococcum ssp. aegilopoides) na domestikovanou formu Triticum monococcum
ssp. monococcum nebo pii piechodu tetraploidni pSenice Triticum turgidum ssp. dicoccoides
na Triticum turgidum ssp. dicoccum (Obr. 5; Gegas a kol.,, 2010). Tento proces je
seminek a lepsi klic¢ivosti (Su a kol., 2011). Avsak zajistit vysoky vynos jednoduchou selekci
rostlin s velkymi semeny (fenotypova selekce) neni pfili§ efektivni. Tento znak je totiz silné
ovliviiovan fadou ekologickych faktorl: fotoperiodita, piidni podminky, sraZky, mnoZstvi

CO; ve vzduchu, teplota, nadmoiska vyska, zeméepisnd Sitka atd. Déle tu jsou fyziologické
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faktory, které pusobi nepifimo, a to ovliviiovanim rychlosti a doby plnéni zrn, rychlosti
fotosyntézy, mnozstvi a velikosti bun¢k ve vyvijejicim se zrné atd. (Grupta a kol., 2006).

v

Spolehlivéjsi a méné€ Casove narocnou alternativou k fenotypové selekci je markery asistovana

selekce (MAS).

Ptestoze bylo u pSenice zamapovano nékolik QTL pro velikost zrn (na chromozémech
1A, 1D, 2A, 2D, 6B, 7A; Breseghello a Sorrells, 2007; Tsilo a kol., 2010), byl doposud
izolovan a pln¢ charakterizovan pouze jeden gen kontrolujici tyto QTL, a to TaGW?2
(Bednarek a kol., 2012; Su a kol., 2011). Opakem je ryze s klonovanymi a prozkoumanymi
geny GS3 (Fan a kol., 2006), GW2 (Song a kol., 2007) a GW5 (Weng a kol., 2008).

TaGW2 je homologem ryzového genu GW2. Ten byl izolovan z QTL kontrolujiciho
Sitku a véhu zrn lokalizovaného na kratkém rameni chromozému 2. GW2 kdduje E3 ligdzu
typu RING, ktera ubikvitinaci proteinového substratu (neni zndm) vyrazné redukuje velikost
zrn. Naopak TaGW2 u ps$enice pozitivné reguluje déleni a plnéni vyvijejici se obilky. To ma
za nasledek vétsi a t€z8i obilky. TaGW2 byl zamapovan na 6AS chromozému v blizkosti

centromery (Bednarek a kol., 2012; Su a kol., 2011).

Opacna funkce dvou ortolognich gent neni pfili§ obvykla. Diivodem muze byt interakce
S jinymi proteiny zapfi¢inéna bud’ to (1) odliSnou lokalizaci produkti téchto gend (GW2
v cytozolu; TaGW?2 v cytozolu i v jadie) nebo jejich (2) stavbou. Piestoze produkty gent
GW2 a TaGW2 maji 87% shodu v aminokyselinovém slozeni, jejich vazebné domény (C-
konec) jsou odlisné (Bednarek a kol., 2012).

TaGW2 muze byt dilezitym nastrojem pro posileni vynosu psenice, jakym je u ryze
napf. jiz vySe zminény gen GS3. GS3 protein se sklada ze ¢ty domén (OSR, TNFR/NGFR,
VWEFC) a funguje jako regulator velikosti zrn a rostlinnych organii. OSR doména, umisténa
na N-konci proteinu, je nezbytnd pro negativni regulaci. Ztrata jeji funkce nebo pfipadna
delece domény mé za néasledek produkci dlouhych zrn. Interakce TNFR/NGFR a C-terminélni
domény VWFC s OSR vede k jeji inhibici. Produkovana zrna jsou redukovana, stejné tak

rostlinné organy (Mao a kol., 2010).
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T. aestivum ssp. (BBAYA“DD)

Obr. 5: Variabilita tvaru a velikosti obilek rodu Triticum

(prrevzato z Gegas a kol., 2010)

3.2.4 Tvar zrn

Tvar zrn je agronomicky dilezitym znakem fady obilovin, jako je ryze, pSenice, je¢men
a dalsi, ktery at’ pfimo ¢i nepiimo souvisi s kvalitou a kvantitou obilek (Iwata a kol., 2010).
Napftiklad od tvaru (a dalSich kritérii) plod je¢mene se odviji jejich vhodnost pro sladovéni
(Ayoub a kol., 2002). U pseni¢nych zrn je tvar dalezitym prvkem pro stanoveni jejich trzni
hodnoty, protoze spolu s hustotou a uniformitou ovliviuje vytézek a kvalitu mouky. Ve
srovnani s primitivnimi pSenicnymi druhy dochdzi smérem k domestikovanym pSenicim
k redukci fenotypové variability ve tvaru obilek, které jsou v soucasnosti krat$i a Sirsi
(Obr.5). V piipadé pSenice se vSak nezda byt tvar obilek hlavnim komponentem
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domestika¢niho syndromu (je jim velikost zrn). Jinak je tomu u ryze, ktera byla béhem
domestikace selektovana jak na zakladé velikosti zrn, tak na zakladé jejich tvaru (Gegas
a kol., 2010). Podle tvaru obilek délime ryzi na dlouhozrnnou (pomér délky zrna (GL, grain
length) k jeho Sifce (GW, grain width) je > 3), se stfedni délkou zrn (mezi 2,1 a 2,9)
a kratkozrnnou (< 2; Bai a kol., 2010). Tyto tfi kategorie se li$i kuchaiskou kvalitou. Ta je
ovlivilovana nejen chemickymi slozkami a texturou zrn, ale podle nékterych studii i tvarem
obilek (Yang a kol., 2001, cit. Bai a kol., 2010). Pro vét$inu dlouhych ryZovych zrn je typicky
vysoky obsah amylozy. Tato zrna jsou po uvaieni pevna, me¢kka a nelepi. Kratka a stfedné
dlouhd zrna maji nizky obsah amylézy a po uvateni jsou mékka a lepkava. Diky témto
vlastnostem dochazi k odlisné preferenci ryzovych zrn. V Severni a Jizni Americe, na jihu
Ciny a v Evropé upfednostiiuji dlouhé a §tihlé obilky. Naopak v Japonsku, na severu Ciny

a Vv Severni a Jizni Koreji to jsou kratka a zaoblena zrna (Bai a kol., 2010).

Tvar obilek, GL, GW a GT (tloustka), pozitivn¢ koreluje s velikosti, kterd je obvykle
hodnocena jako vaha tisice zrn (TKW). Nejsilnéjsi korelace je mezi GW a TKW (Sun a kol.,
2009). Pro sviij podil na vynosu a kvalité obilovin pfitahuje tvar obilek znacnou pozornost
v fad¢ Slechtitelskych programil. Jednd se o komplexni znak kontrolovany mnoha geny
s malym efektem. Studiem charakteristickych ryzovych mutantd byly nalezeny geny LK-f
a Mi tidici délku zrn (Bai a kol., 2010). QTL pro tvar obilek byly detekovany jak u pSenice,
pro KW na 1A, 1B, 2A, 2B, 2D, 3D, 5D, 6A, pro KL na 1B, 2B, 4A, 2D, 3B, 4B, 5B, 5D, 6B,
7B (Breseghello a Sorrells, 2007; Dholakia a kol., 2003; Sun a kol., 2009; Tsilo a kol., 2010),
tak u ryze (Bai a kol., 2010) a je¢mene (na vSech chromozoémech; Ayoub a kol., 2002). U ryze
bylo pln€ izolovano a charakterizovano 5 QTL kontrolujicich tvar obilek (Hu a kol., 2012).
Nejvyznamnéj§im QTL je GS3, ktery hral dilezZitou roli pfi domestikaci kultivované ryze.
GS3 se skldda ze tfi domén (OSR, TNFR/NGFR, VWEFC), pficemz mutace (jedno-
nukleotidova ,,nonsense substituce) v jedné z nich (OSR) vedla k vyraznému prodlouzeni
obilek. Druhy s touto alelou byly béhem Slechténi silné preferovany a nasledné celosvétove
péstovany (Fan a kol., 2006; Mao a kol., 2010). Na chromozému 5 je umistén lokus GS5
fungujici jako pozitivni regulator Sitky obilek. Pozitivni efekt pro Sifku zrn ma i1 lokus GWS.
qSW5/GWS5 identifikované na chromozému 5 jsou negativnimi regulatory, jejichz mutantni
alela zpiisobuje navyseni Sitky obilky. Stejn¢ tak GW2 kddujici E3 ubikvitin ligazu typu
RING, ktera redukuje bunécné déleni. Zmutovana alela podporuje bunécné déleni klaska, coz
vede k naristu Sitky zrn a jejich vahy. Homology tohoto genu byly nalezeny u kukufice,

ZmGW2-CHR4, kde je spojen se Sitkou zrn a TKW a u pSenice, TaGW2, piicemz TaGW2 ma
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opacny ucinek nez GW2 (Bai a kol., 2010; Bednarek a kol., 2012; Gegas a kol., 2010; Hu
akol., 2012; Li a kol., 2011; Shao a kol., 2012; Song a kol., 2007; Su a kol., 2011; Weng
a kol., 2008). Dalsimi lokusy s vlivem na GL, GW a GT ryZe jsou na chromozomu 7, a to
GS7 (Shao a kol., 2012) a qGL7 (Bai a kol., 2010). Talukdar a Zhang (2008) zamapovali na
ryzovém chromozoému 8 kvantitativni lokus gw8 pro $itku zrn. Nové byl na chromozému 3

identifikovan qGL3-1 pro délku obilek (Hu a kol., 2012).

3.2.5 Morfologie klasu

Klas obilovin se v ramci kultivart lis§i fadou morfologickych znakl, které jsou
dilezitym kritériem pro jejich téidéni. Jedna se o délku a Sitku klasu, jeho tvar, pocet klaska
na klas, hustotu klasu (pomér mezi po¢tem klaski na klas a délkou klasu), atd. (Obr. 6).

Hlavnimi geny kontrolujicimi tyto vlastnosti jsou Q, C a S1 (Sourdille a kol., 2000).

Q gen ma vysoky stupen podobnosti se cleny APETALAZ rodiny transkripénich faktort
a hraje dulezitou roli pfi domestikaci pSenice (Simonov a Pshenichnikova, 2012). Vsechny
plané psenice tzv. speltoidniho fenotypu jsou nositelkami recesivni g alely (Obr. 7). Tyto maji
tvrdé pluchy, které pfi loupani obilek vyzaduji vétsi mechanické ptsobeni (tzv. non-free-
threshing). Klas se po dozrani rozpada cely, tj. véetné vietene (Jantasuriyarat a kol., 2004;
Sourdille a kol., 2000). Spontanni mutace, substituce jedné aminokyseliny v tomto genu, dala
vzniknout dominantni Q alele, kterd méla obrovsky vyznam pro zemédélstvi (Simons a kol.,
2006). Nositelkami Q alely jsou tetra- a hexaploidni druhy pSenice s hustym klasem
(tzv. square-headed; redukce délky a soucasné navyseni poctu klaskl), nelamavym vietenem
(v oblasti klasu) a s free-threshing obilkami (Obr. 7; Jantasuriyarat a kol., 2004; Sourdille
a kol., 2000). Q gen pleiotropné ovliviiuje mnoho dalSich domestika¢nich znakd jako je tvar
a pevnost pluch, vyska rostliny a doba vzniku klasu (Simons a kol., 2006). Tyto vlastnosti
umoznily efektivni sklizen obili ve velkém méfitku, coz je jeden z divodl, pro¢ byla
polyploidni pSenice tak rychle celosvétové rozsitena (Zhang a kol., 2011). Fenotypova
variabilita Q genu je pfipisovana alelickému kolisani, rozdilnému genetickému pozadi
a interakcim tohoto genu s dalSimi lokusy ovliviiyjicimi vlastnosti pluch a stonku
(Jantasuriyarat a kol., 2004). Kerber a Dyck (1969) zjistili, ze zkiizenim tetraploidni free-
threshing psenice (2n = 4x = 28, AABB) s Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, DD) vznikne non-

free-threshing hexaploidni psenice, pfestoze je dominantné¢ homozygotni pro Q. To je
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zpusobeno piitomnosti ¢aste¢né dominantniho genu Tg (pro houzevnatost pluch) na 2D
chromozomu. Tento gen je odvozeny od Aegilops tauschii a inhibuje expresi genu Q. Pro
free-threshing fenotyp musi byt tg alela v recesivnim stavu a Q alela v dominantnim (Kerber
a Rowland, 1974).

Hexaploidni pSenice jsou na zakladé vySe uvedenych vlastnosti rozdélovany do 6
poddruhi: wvulgare, sphaerococcum, compactum, spelta, macha a vavilovii. Pro
sphaerococcum, compactum a vulgare jsou typicka pevna (nerozpadava) vietena a free-
threshing seminka. Naopak spelta, vavilovii a macha maji kiehka vietena a nejsou free-

threshing (Jantasuriyarat a kol., 2004).

Q gen byl zamapovan na SAL chromozoému (Faris a Gill, 2002; Snape a kol., 1985).
Homeologni g lokusy na 5BL a 5DL spolu s 5AQ/q ovliviiuji fadu domestikac¢nich znak.
Ptispivaji k potlaceni speltoidniho fenotypu. Jejich funkce je vSak zavisla na pfitomnosti
konkrétni alely genu (5AQ/q), pficemz 5AQ funguje jako represor exprese 5Bq a 5Dq
(Obr. 6; Zhang a kol., 2011).

C gen byl zamapovan na 2D chromozému v blizkosti centromery. Jeho dominantni alela
ptispivd k vyvoji kratkych rovnomérné hustych kompaktnich klasi u pSenic patticich do
skupiny Triticum compactum (Unraii, 1950). Pro Triticum sphaerococcum je charakteristicka
pritomnost recesivni s1 alely vedouci k produkei kulatych zrn na kratkych klasech porostlych
kratkymi hustymi osinami, pfipadn€ bez osin. Tento gen byl lokalizovan na kratkém rameni

3D chromozomu (Rao, 1977).

Na vysledné morfologii klasu se nepiimo podileji i dalsi geny, a to napi. Ppd1l a Ppd2
geny kontrolujici fotoperiodickou odezvu. Ty regulaci délky zivotniho cyklu redukuji pocet
vyvijejicich se klaskt (Jantasuriyarat a kol., 2004). Dale je tu fada QTL. QTL podilejici se na
vyvoji klaskli byly zamapovany na 2B, 3A, 3D, 4A, 6D, 7A a 7B chromozomech. QTL
ovlivityjici délku klasu byly lokalizovany na chromozomech 1B, 4A, 4D, 5A, 6A a 7A. QTL
pro free-threshing obilky byly nalezeny na chromozémech 2A, 2B, 2D, 5A, 6A a 6D.
Fragilitu vietene reguluji QTL na 1B, 2B, 4A, 5A, 6A, 6D a 7B (Borner a kol., 2002;
Jantasuriyarat a kol., 2004; Kato a kol., 1999; Kato a kol., 2000; Simonetti a kol., 1999;
Sourdille a kol., 2000).
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Obr. 6: Morfologie klasu pSenice v zavislosti na kombinaci Q/q lokusi homeolognich
chromozomu a na chromozomalni deleci v oblasti Q/q lokust

(CS) Triticum aestivum cv. Chinese Spring; (g) pseudogen; (--) delece zahrnujici Q/q lokus

Delece 5AQ (CS del143) nebo jeji nahrazeni 5Aq (CS-DIC 5A) vede oproti CS k navyseni transkripce
5Bq a 5Dq. Delece 5Dq (CS 5DL-5) snizuje miru transkripce 5AQ, ale na transkripci 5Bq nema zadny efekt.
Delece pseudogenu 5Bq (CS 5BL-14) snizuje transkripci lokusu 5Dg a nepatrné redukuje prepis 5AQ. Béhem
delece 5AQ a 5Dq (CS 5A/5Ddd), kdy neni tvoten funkéni protein Q ani q, je Groveti transkripce 5Bq niZ§i nez
u CS a CS del143. (prrevzato ze Zhang a kol., 2011)
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Obr. 7: Vliv 5AQ na morfologii klasu
A: (vlevo) diky 5AQ je klas husty (square headed); (vpravo) absence 5AQ vede ke speltoidnimu klasu,

ktery ma tvar kopi a je delsi, coz je dusledek prodluzovani jednotlivych segmentl vietene.

B: (vlevo) zrna jsou diky 5AQ free-threshing. Pfi bazi plevy dochazi k jejimu oddéleni od vietene klasu.
To zGstava neporusené.; (vpravo) kvuli absenci 5AQ drzi plevy kolem zrn pevnéji. Proto je nutné mechanické
pusobeni béhem jejich loupani. Semena se oddéluji v celych klascich, u jejichz baze zustava pfipevnéna Cast

vietene. Vieteno se rozpadne spole¢né s klasem. (prevzato ze Zhang a kol., 2011)

3.2.6 Odnozovani a rozkladitost trsu

Odnozovani obilovin je dulezitym agronomickym znakem. Odnoze se formuji
z 0Zlabnich pupeni v odnozovacim uzlu (Obr. 8; Spielmeyer a Richards, 2004).
Koordinované s nimi se tvoii i kofenovy systém. Vyvoj odnozi je dvou krokovy proces
zahrnujici (1) iniciaci rGstu odnoZi a (2) nasledné jejich preziti aZz do reprodukéni faze
rostliny. Béhem toho dochazi k diferenciaci odnozi na plodné (s klasy) a neplodné (bez

klasi). Odnoze produkujici klasy jsou klicovym komponentem vynosu. Proto redukce
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neplodnych odnoZzi a navySeni podilu plodnych odnozi je jednou z cest ke zlepSeni vynosu

fady obilovin (Naruoka a kol., 2011).

V soucasné dob¢ jesté neni zcela piesné znam mechanizmus genetické kontroly poctu
fertilnich odnozi. Bylo jiz vSak nalezeno nékolik gent s vlivem na odnozovani. Spielmeyer
a Richards (2004) identifikovali recesivni gen tinl, ktery byl u pSenice zamapovan na 1AS
chromozomu, v oblasti syntenické k ¢asti ryzového chromozému 5. Tinl narusuje vytvafeni
uzlabnich pupentt a tim redukuje pocCet odnozi. Agronomicky potencial tohoto genu
demonstroval Richards (1988), kdyZ objevil spojitost linii s nizkym po¢tem odnozi s vys$§im
sklizhovym indexem, redukovanou vyskou rostliny a s vétsi velikosti zrn. Tin2 je dominantni
gen redukujici odnozovani, ktery je zamapovany na 2A chromozému (Peng a kol., 1998).
Kuraparthy a kol. (2007) lokalizovali na dlouhém rameni 3A chromozému mutantni
mapovaci populace Triticum monococcum ssp. monococcum gen tin3. Mutanti s tin3 maji
oproti planym druhim s mnoha odnozemi jen jeden hlavni stonek. Zhang a kol. (2012a)
identifikovali u pSenice novy gen ftin. Jednd se o recesivni gen lokalizovany na kratkém
rameni 1A chromozému s charakteristickym fenotypem. Semenacky maji nenaruSenou

schopnost odnozovéani, ale tvorba fertilnich odnozi je v reprodukéni fazi rostliny inhibovéna.

Prestoze bylo identifikovano n€kolik genii pro pocet odnozi na rostlin€, patii
odnozovani mezi kvantitativni znaky s nizkou dédivosti (0,62 u pSenice; Li a kol., 2002).
QTL pro tento znak byly nalezeny na nékolika chromozomech (1D, 2D, 3A, 3B, 4B, 4D, 5A,
5D, 6A, 6B, 6D, 7B; Li a kol., 2010; Naruoka a kol., 2011). Pocet a efekt QTL ovliviiyjicich
mnozstvi odnoZi se v jednotlivych vyvojovych stadiich lisi (Li a kol., 2010).

Obdobi odnozovani obilovin je idedlni pro pozorovani dal$iho znaku ovliviiujiciho
vynos a vyslednou kvalitu zrn. Jedna se o rozkladitost trsu, ktera uréuje tvar rostliny. Ten je
mezi odridami velmi variabilni (Obr. 10). V souvislosti s timto znakem byla provedena fada
studii zabyvajicich se zejména jeho vlivem na konkurenceschopnost rostliny vici plevelu

(Konvalina a kol., 2009; Konvalina a kol., 2010; Sramek a kol., 2009).

Ptemnozeni plevele vedouci ke sniZzeni vynosu zplisobuje zemédélcim znacné
ekonomické ztraty. Jednou z moznosti, jak tomu piedejit, je regulace ristu plevele pomoci
chemikalii. Jejich pouziti je vSak fizeno danymi legislativnimi pfedpisy. Schidné&jsi
alternativou se zda byt péstovani vhodnych odrid pSenice konkurujicich plevelu i bez

chemickych postfikii. LepSi konkurenéni schopnost maji rostliny, které pokryji pidu jiz

27



béhem prvnich fazi svého rustu To je, mimo jiné, SPojeno s vysokym stupném odnozovani
a rozkladitosti trsu. Vzpiimeny az velmi vzpiimeny trs, typicky pro moderni odridy psenice,
nedokaze plevel dostateCné zastinit. Nejvetsi pokryvnost pudy maji rostliny s rozprostienym
trsem (Obr. 10). V tomto ptipad¢ ale nastava problém s plisnémi (Blumeria graminis). Jako
idealni 1ze proto oznacit polovzptimeny az rozlozeny trs (Konvalina a kol., 2009; Konvalina
a kol., 2010; Sramek a kol., 2009).

1-hlavni stéblo
2-odnoz I. Tadu
3-odnoz II. radu
4-odnoz III. Tadu
S5-odnozovaci uzel
6-sekundarni koreny
7-oddenkovy clanek

E—— 8-obilka
j % S O-primarni kofeny
/ 7
f— "
} 9

(

Obr. 8: OdnoZovani pSenice

(prrevzato z hitpetext.czu.czphpskriptakapitola.phptitul _key=_81&idkapitola=4)

28



3.2.7 Vyska rostliny

60. a 70. léta minulého stoleti jsou tzv. obdobim Zelené revoluce. Tehdy doslo
K impozantnimu navySeni vynosu u psenice, a to kvili zavedeni novych druhti (Hedden,
2003; Peng a kol., 1999). Ty obsahovaly Rht geny (reduced plant height), diky kterym
rostliny abnormalné reaguji na rustovy hormon GA (kyselina giberelova; Beharav a kol.,
1994; Gale a Marshall, 1972). To ma za nasledek niZsi vzrust doprovazeny vyS$im vynosem
a veétsi odolnosti viici vétru a desti. Kratsi stonky jsou silnéjsi a tedy schopné unést t€zka zrna
vysoce vynosovych odriid. Nedochazi k poléhani stonki, a to ani za deStivého a vétrného
pocasi. Redukci stonku ,uSetfené” produkty asimilace jsou vyuzity v pletivech zrn
(Youssefian a kol., 1992). Vsechny tyto faktory pozitivné ovliviiuji vynos, tj. pocet zrn na

klas a kvalitu zrna.

V soucasné dob¢ je u pSenice znamo pres 20 gend redukujicich vysku (Divashuk a kol.,
2012). Mezi jedny z nejrozsifenéjsich patii GA-nesenzitivni Rht-1 (Rht-B1) a Rht-2 (Rht-D1)
lokalizované na 4B, respektive 4D chromozomu (Divashuk a kol., 2012; Zhang a kol., 2008).
V ptipadé, Ze je rostlina homozygotni v jednom z geni (Rht-1, nebo Rht-2), bude mit vysku
zredukovanou az o 50 % oproti normalni rostling¢ (rht). Vysledkem homozygotniho stavu
obou gent (Rht-1 a Rht-2) bude zakrsly fenotyp, ktery nedosahne ani 50 % vysky rht (Pinthus
a Abraham, 1996). Rht-1 a Rht-2 jsou ortology kukufi¢nych dwarf8 (d8) gent (Harberd
a Freeling, 1989) a Gibberellin Insensitive (GAI) gent z Arabidopsis (Peng a kol., 1997).
Rht-1a/d8/GAI tvofi podskupinu proteind rodiny GRAS, které funguji jako transkripéni
faktory. Na N-konci maji konzervativni DELLA doménu (Pysh a kol., 1999). Peng a kol.
(1999) identifikovali substituce u Rht-B1b a Rht-D1b vysku redukujicich alel, které jsou
pfi¢inou zavedeni stop kodonu v DELLA oblasti. Pfipadné znovuzahijeni translace na
jednom z nékolika metioninti za timto stop kodonem, miize mit za nasledek vznik zkraceného
Rht proteinu bez DELLA domény. Tyto proteiny pak maji snizenou citlivost ke GA. GA za
vhodnych podminek prostiedi (stimulujicich rast rostliny) podporuje degradaci proteint
(redukujicich rist) s DELLA doménou. To zplsobuje transkripéni zmény, které
zprostiedkovavaji rGstové odpovédi rostliny. Mutované proteiny pak funguji jako

konstitutivni (GA-nesenzitivni) represory rustu (Pearce a kol., 2011).

Az 70 % celosvétové pestované psenice obsahuje Rht-1 a Rht-2 geny odvozené

Z pSeni¢né odridy Norin 10, kterd ma ptivod v Japonsku. Tento zakrsly vysoce vynosovy druh

29



byl v USA kiiZen s Brevor 14. Vznikly kiizenec byl nasledné kiiZen s druhy pfizpisobenymi
k ristu v tropickych a subtropickych oblastech. Potomci byli rozsiteni do Latinské Ameriky,
jizni a jihovychodni Asie, kde se rychle adaptovali a piispéli ke zvySeni vynosu (Hedden,
2003).

Nékteré Rht geny maji, kromé pozitivniho vlivu na vynos, negativni dopad na rezistenci
pSenice vuci Fusarium head blight (FHB). Srinivasachary a kol. (2009) zjistili, Zze Rht geny
jsou ve vazbé s okolnimi geny, které se li§i ve svém vlivu na FHB. Rht-2 genotyp
(chromozém 4D; Draeger a kol., 2007) je mén¢é rezistentni nez Rht-1 (chromozém 4B;
Gosman a kol., 2007).

Vyska rostlin je kédovana nejen mendelistickymi geny, ale i kvantitativnimi. Bylo
zamapovano n¢kolik QTL s minoritnim vlivem na vysku rostliny (na chromozdémech 1A, 1D,
2B, 2D, 3A, 4B, 4D, 5A, 6A, 7B, a 7D; Ahmed a kol., 2000; Zhang a kol., 2008). Konkrétné
Wang a kol. (2010) detekovali tfi aditivni QTL (QPh.cgb-1B.3, QPh.cgh-4D.1,
QPh.cgb-5B.2) a tfi pary epistatickych QTL (QPh.cgb-1B.1 — QPh.cgb-1B.3, QPh.cgh-2A.1 —
QPh.cgb-2D.1, QPh.cgb-2D.1 — QPh.cgb-5B.2). S ohledem na dynamiku regulace b&hem
rustového obdobi bylo zjiSténo, Ze aktivita téchto QTL je rozdilnd. Nékteré se podileji na
regulaci kratkodobg, jiné sice déle, ale jen ve specifickych situacich. Zato zadné¢ QTL nejsou

aktivni po celou dobu rustu rostliny.

3.2.8 Chlupatost

Na povrchu fady rostlinnych organd, vcetné listli, stonkd a kvétl, lze pozorovat
epidermalni vyrastky nazyvané trichomy neboli chlupy. Tento morfologicky znak vyrazné
zvySuje odolnost rostliny vici biotickym a abiotickym stresim a ma spojitost s adaptaci

rostliny na prostfedi.

Vrstva chlupti chrani povrch rostliny pfed slune¢nim zafenim a zvySuje jeji toleranci
k chladu a suchu. Trichomy nejenze piedstavuji piekazku pro vodu difundujici do prostiedi,
ale také snizuji proudéni vzduchu v okoli rostliny. Chlupy zabezpecuji ochranu pied
herbivory a nékterymi brouky, napft. z ¢eledi Mandelinkoviti (Chrysomelidae; Dobrovolskaya
a kol., 2007; Roy a kol., 1999; Taketa a kol., 2002).
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Chlupatost (hustota chluptl) mé komplexni charakter utvareny dvéma oddélenymi
znaky: (1) plochou listu a (2) poctem chlupi na list. Velikost listu je primarné kontrolovana
environmentalnimi podminkami, kdezto variabilita v poctu chlupti je spise geneticky zalozena
(Roy a kol., 1999). Chlupatost je v jednotlivych vyvojovych stadiich kontrolovana riznymi
geny, jejichz exprese je ovliviiovana fadou modifikatort (Taketa a kol., 2002). Z tohoto
divodu lze pozorovat rozdilnou miru chlupatosti i v ramci druhu, a to v zavislosti na
vyvojovém stadiu rostliny, jeji lokalizaci a poctu zaloZzenych trichomi. Iniciace jejich tvorby
totiz konci jeste¢ pred ukonCenim bunécéného déleni v epidermis listdi, tedy v dobé¢, kdy
podminky prostfedi (mnozstvi vody, osvétleni, boru atd.) pisobi na dalsi faze vyvoje listu

a tudiz ovliviuji jeho vyslednou plochu (Roy a kol., 1999).

Jiz byla zamapovana fada genl kontrolujicich tvorbu trichomt pluch (Hg), kolinek
(Hn), ousek (auricula; Pa) a pochvy listu (Hs; Dobrovolskaya a kol., 2007). Pro chlupatost
listi jsou v souCasné dob& zamapovany dva geny, a to HI1 (hairy leaf 1) a HI2 na
chromozomu 4BL, respektive 7BS (Pshenichnikova a kol., 2007; Taketa a kol., 2002). Hori
a kol. (2007) na mapovaci populaci vzniklé kiizenim Triticum monococum L. s T. boeticum

Boiss. lokalizovali lokus pro chlupatost na 5AL chromozému.

3.2.9 Metani

Péstovani pSenice je celosvétove rozsifeno. Avsak ne ve vSech oblastech jsou k tomu
idedlni podminky. Produkce miiZze byt omezena nedostatkem vody, rostoucimi teplotami,
mrazem atd. Z téchto divodiu je spravné nacasovani faze metani, piedchazejici kveteni
pSenice, dulezitym faktorem pro vynos a kvalitu zrna. Metani by mélo byt zah4jeno v dobé¢
s dostatecnou piidni vlhkosti, pfed nastupem vysokych teplot. AvSak pfili§ brzké zahéjeni této
vyvojové faze by mohlo vést k poSkozeni generativnich organil rostliny mrazem (Richards,
1991). Cas metani je ovliviiovan interakci genetickych faktori zodpovédnych za
fotoperiodickou senzitivitu (PPD), potiebu jarovizace (VRN) a fadou QTL (Worland, 1996;
Yan a kol., 2004).

VRN geny reguluji potiebu jarovizace, tedy vystaveni rostliny chladu, pro zahgjeni

procesu kveteni. Centralnimi geny jsou VRN-1 a VRN-2. U jafiny je dominantni VRN-1, ktery
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redukuje jarovizaci, u ozimé psenice naopak VRN-2 (viz kapitola 3.1.3; Dubcovsky a kol.,
1998; Yan a kol., 2003; Yan a kol., 2004).

PPD geny ovliviyji citlivost rostliny na fotoperiodizmus. Dominantni alely tuhle
senzitivitu snizuji, coz vede k diivéjsimu kveteni. Hlavni geny, Ppd-D1, Ppd-B1l a Ppd-Al,
byly zamapovany na 2D, 2B, respektive na 2A chromozému (Worland a kol., 1998).
Minoritni QTL pro tento znak byly lokalizovany na 1A, 7A a 7B chromozému (Kuchel a kol.,
2006).

Na zaklad¢ QTL analyz bylo zjiSténo, ze vSechny skupiny chromozomu se podileji na
regulaci doby metani, a to nezdvisle na jarovizaci a fotoperiod¢. Bennett a kol. (2012)
lokalizovali tyto QTL na chromozému 1A, 4A, 4B, 5A, 5B, 7A a 7B, Scarth a Law (1983) na
chromozomu 2B, Law a kol. (1976) na chromozému 5A a 5D, Griffiths a kol. (2009) na
chromozomu 1B, 1D, 2A, 3A, 3B, 4B, 4D, 5A, 5B, 6A, 6B, 7A, 7B a 7D.
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4 Material a metodika

4.1 Rostlinny material

Mapovani bylo provedeno na 86 liniich Fg RIL mapovaci populace jednozrnky,
fenotyp byl hodnocen na generaci Fg az Fi,. RIL mapovaci populace byla odvozena z F»
jedinct vzniklych kiizenim kulturni jednozrnky Triticum monococcum sSsp. monococcum
DV92 (Italie) s plané rostouci jednozrnkou Triticum monococcum ssp. aegilopoides G3116
(Libanon). Semena RIL Fg a rodi¢u (DV92 a G3116) byla poskytnuta prof. J. Dubcovskym
(University of California, Davis, USA).

4.2 Pristroje

binokulérni lupa (Carl Zeiss, Jena)
dokumentaéni systém pro analyzu geld ChemiGenius Biolmaging System (Syngene, UK)

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

homogenizac¢ni oscilacni mlyn MM301 (Retsch, Némecko)
chlazena centrifuga Jouan CR4i (Thermo, USA)

magnetickd desticka, 96 direct Inject Magnet (Beckman Couter, USA)
semimikro vahy, SBC 21 (Scaltec, Némecko)

spektrometer Nicolet ANTARIS Il FT (Thermo, USA)

termostat, BT 120M (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)
thermocycler C-1000 (Bio-Rad, USA)

thermocycler C-1000 Touch™ (Bio-Rad, USA)

thermocycler gradientovy PTC-200 (MJ RESEARCH, USA)
transluminator Model GVM20 (Syngene, UK)

vahy Scaltec SPO 51 (Scaltec, Némecko)

vodni lazen GRANT SUB 6 (Grant Instruments, UK)
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zdroj, MP-500V Power Supply (Major Science, USA)

zdroj, Standard Power Pack P25 (Biometra, Némecko)

4.3 Chemikalie a roztoky

4.3.1 Vysokovykonna izolace DNA

Z:aklad lyza¢niho pufru (pH 7,2)

500 mmol/l

100 mmol/l

50 mmol/l

Lyzaéni pufr

0,5%
0,1%
1%

10 mg/mi

NaCl
Tris-HCI

EDTA

hydrogensifi¢itan sodny
kyselina askorbova
merkaptoetanol

RNAsa

magnetické kulicky (GeneFind 2.0, Immunotech)

4.3.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

10x PCR pufr

100 mmol/l
500 mmol/I
15 mmol/l

1%

Tris-HCI (pH 8,2)
KCI
MgCl,

Triton X-100
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Nukleotidy (Fermentas, Litva)
100 mmol/l dATP
100 mmol/I dCTP
100 mmol/l dGTP

100 mmol/l dTTP

Cresol red (Sigma-Aldrich, UK)
sachardza (Lachema, CR)
Taq polymeraza (Finzyme, Finsko)

SSR primery (Invitrogen, USA)

4.3.3 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

5x TBE
450 mmol/l  Tris base
450 mmol/l  kyselina borita

10 mmol/I EDTA

10% APS - peroxodisulfat amonny (Fluka BioChemika, USA)

40% smes akrylamid : N, N’"-metylenbisakrylamid 19 : 1 (Bio-Rad, USA)
10% etidium bromid (Sigma Chemical CO., USA)

TEMED - tetrametyletylendiamin (Bio-Rad, USA)

velikostni marker, Gene Ruler 100 bp, DNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada)
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4.4 Metodika

4.4.1 Péstovani mapovaci populace

Sezona 2011 (rozdélena na 2011a, tj. rostliny vysazené na podzim, a na 2011b, tj. rostliny

vysazené na jare):

24. z4ii 2010 bylo do venkovnich parcel v arealu UEB Olomouc ve tfech opakovanich
zaseto pét seminek kazdé linie mapovaci populace Triticum monococcum L. (Obr. 9). Pozice
jednotlivych  linii  byly  randomizovany  programem  Research ~ Randomizer
(http://randomizer.org/form.htm). Na jafe byla vybrana nejsilnéjsi rostlina dané linie a zbylé

Ctyfi byly odstranény.

3. unora 2011 bylo 12 seminek z kazdé linie umisténo do Petriho misek s bunicitou
vatou navlh¢enou pitnou vodou, kde po dobu jednoho tydne kli¢ila. 9. unora bylo z kazdé
linie vybrano 9 nakli¢enych semen, ktera byla zasazena do jiffy kvétinacu (5 x 5cm) se
zahradnickym substratem, hnojivem (Osmocote exact) a Agrisorbem (1%). Jarovizace
probihala po dobu 7 tydnt pii teplotich 1°C az 10°C, a to ve skleniku s pfirozenym
osvétlenim. Rostliny byly jednou tydné piihnojovany roztokem 1x Hoagland. 15. biezna byly
rostliny jednotlivych linii vysazeny, ve dvou opakovénich, do venkovnich parcel v aredlu
UEB Olomouc. Pozice rostlin v poli¢kach byla opét randomizovana programem Research

Randomizer (http://randomizer.org/form.htm).

Sezona 2012 (rozdélena na 2012a, tj. rostliny vysazené na podzim, a na 2012b, tj. rostliny

vysazené na jare):

10. #ijna 2011 bylo do venkovnich parcel v arealu UEB Olomouc ve tiech opakovanich
zaseto pét seminek kazdé linie mapovaci populace (Obr. 9). Potadi rostlin bylo nahodné,
vygenerované pomoci programu Research Randomizer (http://randomizer.org/form.htm).

Nevyklicena semena a rostliny znicené mrazem byly béhem 17. az 19. dubna 2012 nahrazeny
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sazenicemi, které kli¢ily v Petriho miskach (viz Sezona 2011). Na jate byla od kazdé linie

vybréna nejsilngjsi rostlina a zbylé Ctyfi byly odstranény.

12 semen z kazdé linie bylo nakli¢eno, vysazeno a jarovizovano stejn¢ jako v minulé

sezong.

Obr. 9: Prostorové usporadani obilek pri seti
Cerné symboly piedstavuji obilky jedné mapovaci linie a jejich vzajemné pozice, které byly b&hem

podzimniho seti pSenice dodrzovany.

4.4.2 Vysokovykonna izolace DNA

Z kazdé linie Triticum monococcum L. byl odebran list (3 x 3 cm) do 96jamkové
desticky s 2ml jamkami, nebo do 2ml plastovych mikrozkumavek a ususen v termostatu
BT 120M ¢2 dny pii 37°C; Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika). Rostlinny material
byl mechanicky homogenizovan v oscilaénim mlynku MM301 (Retsch, Némecko) se dvéma
sklenénymi kuli¢kami (0,5 cm) 4 min/27 Hz. Po centrifugaci (96jamkova desticka: 2 000 rpm,
1 min; mikrozkumavky: 10000 rpm, 5min; Jouan CR4i, Thermo, USA) bylo
k homogenizovanym vzorkim pfidano po 1 ml lyza¢niho pufru. Nasledujicich 45 min
probihala inkubace ve vodni lazni (65°C; GRANT SUB 6, Grant Instruments, UK). Lyzat
v 96jamkové desticce byl centrifugovan 10 min p#i 3 000 rpm, 4°C nebo 5 min pfi
10 000 rpm v mikrozkumavkach. 100 pl lyzatu bylo pfidano k 10 ul magnetickych kulicek
(GeneFind 2.0, Immunotech) a 70 pl izopropanolu v PCR desti¢ce. Po promichani se smes
inkubovala 5 min pii pokojové teploté. Poté byly vzorky umistény na magnet (Beckman
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Couter, USA), dokud nedoslo k jejich vycifeni ¢5 min). Nasledné¢ byl odpipetovan
supernatant. DNA na kulickdch byla promyta pfidanim 100 pul 70% etanolu a dikladnym
promichanim mimo magnet. Vzorky byly opét umistény na magnet ¢5 min, do vy¢ifeni) a byl
odpipetovan supernatant. Posledni krok promyti byl jesté dvakrat opakovan. PCR desticka,
V niz izolace probihala, byla vysuSena fénem. Mimo magnet bylo ptfiddno 50 ul H,O,
resuspendovano. Po 2min eluci byly vzorky extrahované DNA umistény na 10 min na

magnet. 40 ul purifikované DNA bylo pfeneseno do nové PCR desticky.

4.4.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce byla provedena v 15 ul reakéni smési, ktera obsahovala
1x PCR pufr, 200 umol/l kazdého dNTP (Fermentas, Litva), 1 umol/l primeru (Invitrogen,
USA), 0,5U Taq polymerazy (Finzyme, Finsko), 0,01% Cresol red (Sigma-Aldrich, UK),
1,5% sacharézu (Lachema, CR) a 15 ng DNA. Primery byly vybrany z jiz zhotovené mapy
Triticum monococcum L. (Singh a kol., 2007), a to tak, aby rovnomérné pokryvaly

chromozomy a byly od sebe vzdaleny pfiblizn¢ 10 cM.

Podminky PCR pro SSR primery:

Zahtati 95°C —5 min

Denaturace 95°C—-30s

Prisedani Tab. | (vybrané primery) — 30 s 40 cykla
Polymerace 72°C-30s

Zaveérecna polymerace 72°C — 10 min
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4.4.4 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

Pro separaci PCR produkti byla pouzita 6% nedenaturujici polyakrylamidova

elektroforéza.

Gel byl ptipraven smichanim 15 ml 5x TBE, 22,5 ml 40% smési akrylamid : N, N'-
metylenbisakrylamid (Bio-Rad, USA) v poméru 19 : 1, 110 ul TEMED (Bio-Rad, USA), 1 ml
10% APS (Fluka BioChemika, USA) a doplnén destilovanou vodou na 150 ml. Po
45minutové polymeraci byl gel upevnén do vertikalni elektroforetické aparatury Dual
Adjustable Mega-Gel Kit C-DASG-400-50 (C.B.S. Scientific, USA). Katodovy i anodovy
prostor byl naplnén 0,5x TBE pufrem. K pufru v anodovém prostoru bylo ptidano 10 pl
10% etidium bromidu (Sigma Chemical CO., USA). Pro nasyceni gelu etidium bromidem byl
asi na 2hodiny pii 300V spustén ,prerun”. Nasledné byly naneseny vzorky (5 pl)
a velikostni marker (60 ng; Gene Ruler 100 bp, DNA Ladder Plus, Fermentas, Kanada).
Amplifikovana DNA byla separovana zhruba po dobu 1 hodiny, a to pii 350 V. DNA byla

vizualizovana dokumenta¢nim zafizenim ChemiGenius Biolmaging System (Syngene, UK).

4.4.5 Zahusténi vazebné mapy

Pro konstrukci vazebné mapy byly pouzity markery, jejichz polymorfizmus byl testovan
v ramci diplomové prace Klocové (2010) a Gallové (2011), bakalaiské prace Vanzurové
(2011) a predkladané diplomové prace. Pomoci programu JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006) byla
analyzovédna frekvence rekombinaci mezi t€émito markery. V pfipad¢, Ze byla frekvence
rekombinaci men$i nez 0,4 a LOD skore vétsi nez 1, byla potvrzena ptfitomnost vazby.
Geneticka vzdalenost mezi markery byla stanovena za pomoci Kosambi funkce (Kosambi,
1943). Na identifikaci vazebnych skupin byla pouzita metoda regresniho mapovani. Po
ptidani kazdého markeru bylo, s ohledem na tfi okolni markery (ripple), provedeno

piepocitani veliin.
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4.4.6 Hodnoceni fenotypu

Fenotyp byl hodnocen u 86 linii Fg az Fi, RIL mapovaci populace. Celkem bylo
sledovano jedenact znaki, a to obsah proteinti v zrnech, vaha zrn, pocet klaskl na klas, pocet
obilek na klasek, délka klasu, rozpadavost klasu, pocet odnozi, rozkladitost trsu (tvar

rostliny), vyska rostliny, ochlupeni listi a doba metani.

Obsah proteinii v zrnech: u kazdé linie byl pomoci piistroje Nicolet ANTARIS II FT

(Thermo Scientific, USA) spektometricky méfen obsah dusiku v susin€ vyloupanych semen.

Primérnda hmotnost zrna: u kazdé linie bylo s piesnosti na mg zvazeno 100 vyloupanych

a od plev ocisténych zrn. Hodnoty byly ptepocitdny na vahu jednoho zrna.

Pocet klaskit na klas: byl pocitan u péti nejvyssich klast kazdé linie v dobé mlécné zralosti.

Namétené hodnoty byly pro jednotlivé linie zprimérovany.

Pocet obilek na klisek: z celkového poctu vyloupanych seminek jednotlivych linii bylo

stanoveno zastoupeni obilek vyskytujicich se v klasku po jednom nebo po dvou.

Délka klasu: byla métena s piesnosti 0,5 cm u péti nejvysSich klasti dané rostliny, od baze
klasu po jeho vrchol (bez osin), v dobé mlé¢né zralosti. Hodnoty byly u jednotlivych linii

zprumérovany.

Rozpadavost klasu: zralé klasy byly sesbirany a ususeny pii pokojové teploté. Nasledné byly
srovnavany s rodicovskymi liniemi. Rodi¢ DV92 ma nerozpadavy klas. K oddéleni klaski od
centralniho vietene klasu je tfeba mechanického pusobeni. Rodi¢ G3116 ma klas rozpadavy.

Klasky se od vietene klasu oddéluji samovolné.

Pocet odnoZi: 20 az 30 cm nad zemi byl stanoven pocet stébel.
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Rozkladitost trsu: vizualni hodnoceni a nasledné rozde€leni do péti skupin podle Barese a kol.

(1985):
1) velmi vzpiimeny trs (pfi odnoZovani < 25°; Obr. 10.1)
2) vzpitimeny trs (25° az 40°; Obr. 10.2)
3) polovzpiimeny trs (41° az 55°; Obr. 10.3)
4) rozlozeny trs (56° az 70°; Obr. 10.4)

5) rozprostieny trs (> 70°; Obr. 10.5)
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Obr. 10: Pét typu rozkladitosti trsu vyskytujicich se u Triticum monococcum L.

1) velmi vzpfimeny trs (pfi odnozovani < 25°) charakteristicky pro Triticum monococcum L. ssp.
monococcum cv. DV92; 2) vzpiimeny trs (25° az 40°); 3) polovzptimeny trs (41° az 55°); 4) rozlozeny trs
(56° az 70°); 5) rozprostieny trs (> 70°) typicky pro Triticum monococcum L. ssp. aegilopoides cv. G3116
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Vyska rostliny: métena v obdobi mlécné zralosti od zemé po posledni obilku nejvyssiho klasu

S pfesnosti na 0,5 cm.

Ochlupeni listii: rodi¢ DV92 nema na adaxialni stran¢ listi skoro zadné chlupy, kdezto rodic¢
G3116 ma vyrazné ochlupeni. V sezéoné¢ 2009 se fenotyp hodnotil jako kvalitativni znak, tj.
ptitomnost/nepiitomnost chlupi na listech (praporcové listy, flag leaves). Béhem sezoény 2010
byl spocitan pocet chlupt ve stiedové oblasti listu. Data byla piepocitana na plochu 1 cm?.
Tento zptisob hodnoceni byl vSak ¢asové velmi naro¢ny. Z toho divodu byly v sezéoné 2011
a 2012 pocitany chlupy vyrtstajici z nahodné vybrané zilnatiny (1 cm) uprostied listu. Timto
zpusobem ziskana data korelovala s daty z predeslych let (korelacni koeficient 0,73). Navic

bylo dosazeno presnéjSich vysledkl pii QTL analyze tohoto znaku.

Doba metdni: byl hodnocen pocet dnti od vysazeni rostlin do pidy do vynofeni se klast

z pochev praporcovych listd.

4.4.7 Analyza QTL

Ziskané udaje o fenotypu jednotlivych linii byly zapsany do tabulek pocitacového
programu Microsoft Office Excel 2007. Zde byly, v zavislosti na typu znaku, provedeny
i jednoduché matematické vypocty. Takto upravena data zanalyzoval Ing. Tibor Sedlacek
pomoci programu R/Qtl (Broman a kol., 2003). Pro identifikaci QTL bylo pouZito jednoduché

mapovani pomoci intervalu.

4.4.8 Pouzité programy

Pro zpracovéani primarnich dat, tvorbu vazebné mapy a analyzu QTL byly pouzity
nasledujici programy:
Microsoft Office Excel 2007 — zpracovani fenotypickych dat, jednoduché statistické metody
JoinMap 4 (Van Ooijen, 2006) — konstrukce vazebné mapy

R/Qtl (Broman a kol., 2003) — detekce QTL pro sledované znaky
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5 Vysledky

S navaznosti na diplomovou praci Klocové (2010) a Gallové (2011) a bakalarskou praci
Vanzurové (2011) byla stavajici vazebna mapa Triticum monococcum L. zahu$téna dal$imi
molekularnimi markery. Pro verifikaci identifikovanych QTL (z let 2009 a 2010) byla pfidana
fenotypova data z dalSich dvou sez6n (2011 a 2012). Byla optimalizovdna metoda hodnoceni

chlupatosti praporcovych listll pSenice.

5.1 Molekularni markery

Bylo testovano 51 pard SSR primert, z toho 32 vykazovalo polymorfizmus mezi
rodi¢ovskymi DNA. Vsechny detekované polymorfizmy byly kodominantni (Obr. 11). Pouze
signal ze 14 SSR primeri se podafilo spolehlivé reprodukovat i na liniich mapovaci populace.
Zbylych 18 primerti bylo vyfazeno. Usp&né bylo do mapy Triticum monococcum L.

zamapovano 14 SSR markert (Tab. I).

b M A B H K
300 bp
—_—
a) M A B H K
200 bp
—_—
200 bp
—

100 bp

Obr. 11: Priklady polymorfizmi SSR primera
a - primer c¢fd223; b - primer wmc371; M — velikostni marker; A — rodi¢ DV92; B — rodi¢ G3116;

H — heterozygot; K — negativni kontrola
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Tab. I: Pfehled markert zamapovanych do mapy Triticum monococcum L.

. Teplota nasedani
Sekvence primeru: ]
Marker primeru na DNA Chromozom
Forward (F), Reverse (R)
(Ta)
F: TCA CCT GGA AAATGG TCA CA
cfd59 60°C
R: AAG AAG GCT AGG GTT CAG GC
F: GGCTCAATT CAACCGTTCTT
gdm33 55°C
R: TACGTTCTGGTGGCT GCTC LA™
F: ATG CAA AGG AAT GGATTC AA
gdm36 50°C
R: CAA ATC CGC ATC CAG AAA AT
F: TGT CAA CAT CGT TTT GAA AAG G
gwm135 60°C
R: ACACTGTCAACCTGG CAATG
F: CCC GTG TAT ATC CAG GAG TG
barc122 52°C
R: CAGCCCTTG TGA TGT GATG
F: GTC AGA TAA CGC CGT CCA AT
gwm382 60°C 2A"
R: CTACGT GCACCACCATITTG
F: ATC GTC AAC AAAATC TGA AGT G
wmc420 51°C
R: TTACTTTTG CTG AGAAAACCCT
F: TCT GGT TCT TGG GAG GAA GA
cfd79 60°C
R: CAT CCAACAATTTGCCCAT
F: ATAGCG AAGTCTCCCTACTCCA
gwm391 55°C 3A"
R: ATG TGC ATG TCG GAC GC
F-TTGTGATCCTGGTTGTGT TGT GA
wmcll 61°C
R: CAC CCA GCC GTT ATATAT GTT GA
F: CGT ATC ACCTCC TAG CTA AACTAG
gwmé6 55°C
R: AGCCTTATCATGACCCTACCTT
F: GGG TCT TCATCC GGA ACTCT
gwm443 55°C 5A™
R: CCATGATTT ATA AAT TCC ACC
F: GGA AAC CAA GGC AGC AGT CA
wmc371 61°C
R: CCA GGG CTACTT CAG CCA GG
F:GTTCTTTTAGTT GCG ACT GAG G
wmc417 51°C 6A™
R: CGATGT ATGCCG TATGAATGT T
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5.2 Analyza QTL

Na mapovaci populaci Triticum monococcum L. bylo hodnoceno celkem jedenact
znak, a to obsah proteinil v zrnech, vaha zrn, pocet klaskli na klas, pocet obilek na klések,
délka klasu, rozpadavost klasu, pocet odnozi, rozkladitost trsu (tvar rostliny), vyska rostliny,
ochlupeni listi a doba metani. Hodnoty sledovanych kvantitativnich znakt byly podrobeny
QTL analyze pomoci programu R/Qtl (Broman et al., 2003). Vystupem byly grafy zobrazujici
LOD skore pikti umisténych na chromozémech a tabulka markert s nejsilnéjsi asociaci
k danému fenotypu. U pikd, se statisticky vyznamnym LOD skore, byla porovnana jejich
poloha na chromozémech mezi sezonami 2009, 2010, 2011 a 2012. Do mapy byly nasledné
zaneseny QTL, které béhem analyzy dosahly LOD skore 3 a vice. Celkem bylo na sedmi
chromozémech lokalizovano 35 lokusti pro devét kvantitativnich znaka. Nepodafilo se

zamapovat QTL pro odnozovani a pocet obilek na klasek.

Obsah proteini v zrnech (QGpc) byl hodnocen ve ttech sezonach (2009, 2010, 2011).
Signifikantni data z tohoto obdobi potvrdila vyskyt QGpc ve dvou lokusech na chromozému
5A™ v oblasti markerii tPt-9852 s LOD 4,7 (P = 0,05; sezéna 2009, 2010, 2011a) a wPt-
860872 s LOD 4,1 (P = 0,05; sezéna 2011b). Dalsi lokusy pro GPC byly identifikovany na
chromozému 6A™ v oblasti markeru tPt-6278 s LOD 4,2 (P = 0,10) a dva lokusy na
chromozému 7A™ s nejsilngj$i vazbou na markery wPt-3393 (LOD 2,8; P = 0,63) a WPt-
376185 (LOD 3,3; P = 0,63; Obr. 12, Obr. 23). QTL s vazbou na marker wPt-3393 na

chromozému 7A™ nebyl pro nizkou hodnotu LOD skére zanesen do mapy.

Dalsi kvantitativni znak, vaha zrn (QTgw), byl s nejvyssi statistickou vyznamnosti
zamapovan na chromozomu 2A™ a 5A™. Pfestoze byla v piipadé chromozoému 2A™ ve viech
sezonach P = 0,05, nepodaftilo se QTgw piesné lokalizovat. Byla stanovena orienta¢ni oblast
ohrani¢ena markery WPt-5498 (LOD 7,3) a wPt-861777 (LOD 7,6). Na chromozému 5A™ byl
lokus pro tento kvantitativni znak umistén mezi markery wPt-9859 (LOD 4,3; P = 0,05)
a wPt-861004 (LOD 3,1; P = 0,63). Na chromozému 4A™ byly detekovany dva QTgw. Jeden
z nich je ve vazbé s markerem wPt-470207 (LOD 2,4; P = 0,63), druhy nebyl piesné
lokalizovan (markery gwm494 az wPt-469181; LOD 3,5; P = 0,05). QTgw s vazbou na
marker wPt-470207 nebyl, pro nizkou hodnotu LOD skére, na chromozému 4A™ zamapovan.
Stejné tak na chromozému 1A™ byly identifikovany dva QTgw (marker wPt-861961,
LOD 3,8; P = 0,10; marker wPt-860819, LOD 3,4, P = 0,63). Vysledky QTL analyzy

neprokazaly rozdilné umisténi QTgw v zavisloti na tom, zda byl bran v potaz pocet
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vyvijejicich se obilek v klasku nebo nebyl (béhem sezony 2012 byly zvlast hodnoceny obilky
vyskytujici se v klasku po jednom a po dvou; Obr. 13, Obr. 23).

Na zakladé dat ze sezény 2010 byl s P = 0,05 lokalizovan na konci chromozému 1A™
(marker SMP; LOD 4,8) lokus kodujici pocet klasku vyvijejicich se na klase (QSpn). QSpn
byly detekovany i na chromozému 2A™, 6A™ a 7A™. Pozice téchto QTL nebyly presné
stanoveny, nedoslo tak k zamapovani (Obr. 14, Obr. 23).

QTL analyzou dat ze sezéony 2009 az 2012 byl detekovan na chromozému 1A™, 3A™
a5A™ lokus ovliviiujici poéet obilek na klasek (QGn). Pozice piku, zobrazujiciho polohu
QGn na chromozému 1A", se mezi sezénama lisila. Lokus nebylo moZno zamapovat.
V ptipadé QGn na chromozému 3A™ a 5A™ nebyla piesné stanovena jejich pozice (Obr. 15,
Obr. 23).

Lokus, kontrolujici délku klasu (QEI), byl zamapovén na tiech chromozémech: 2A™,
4A™ a 6A™. Na chromozému 2A™ byl QEI lokalizovan na zakladé signifikantnich dat z let
2009 az 2011, a to v okoli markeru wPt-376273 (LOD 4,2; P = 0,05). Na chromozoému 4A™
byly nalezeny dva lokusy pro tento znak. Po analyze dat (2009 az 2012) byl QEI zamapovan
do oblasti markeru wPt-862216 (LOD 7,4; P = 0,05). Data ze sezony 2012b potvrdila vyskyt
QEIl i v okoli markeru wPt-861787 (LOD 3,5; P = 0,05). Na chromozému 6A™ se QEI
vyskytuje ve vazbé s markerem gwm617 (LOD 2,4; P = 0,63) a KsuG34_310bp (LOD 4,1;
P = 0,05). Umisténi lokusu pro délku klasu se na chromozému 3A™ mezi sezonami lisilo
(Obr. 16, Obr. 23).

Dalsim hodnocenym kvantitativnim znakem je rozpadavost klasu (QSh). Diky
fenotypovym tdajim z let 2009 az 2012 byl zamapovan ve dvou lokusech chromozému 1A™,
marker wPt-861599 (LOD 4,1; P = 0,05) a marker wPt-469941 (LOD 3,6; P = 0,10). Pozice
QSh na chromozému 3A™ byla, po analyze udajii ze sezény 2009, 2010 a 2011, stanovena
mezi markery wPt-862035 az wPt-377130 (LOD 6; P = 0,05). Na chromozému 5A™ je lokus
pro tento znak v nejsilnéj$i vazbé s markerem gwm271 (LOD 3,3; P = 0,63; sezona 2011,
2012b). Na chromozému 7A™ patfi QSh pozice v oblasti markeru wPt-860857 (LOD 3;
P =0,63; Obr. 17, Obr. 23).

Pocet odnozi (QTn), pro vynos vyznamny znak, byl hodnocen od roku 2010. Ani
Vv jednom obdobi se na zakladé¢ ziskanych dat nepodatfilo lokus pro tento znak piesné

lokalizovat, a to na Zadném z chromozomu (Obr. 18, Obr. 23).
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Lokus pro rozkladitost trsu (tvar rostliny; QTs) byl na zéklad¢ analyzy dat ziskanych
béhem let 2009 az 2012 Gspé$né zamapovan na chromozému 1A™ v oblasti markeru
Mwg503_180bp s LOD 3,9 (P = 0,05) a na dvou mistech chromozému 2A™ (marker wPt-
375843, LOD 3,4, P = 0,63; marker wPt-376273, LOD 5,6, P = 0,05). Po zpracovani
fenotypovych dajii ze sezény 2012 byl lokus pro tento znak Umistén i na chromozému 5A™
(marker wPt-2490; LOD 4,1; P = 0,05) a 7A™ (marker wPt-469418; LOD 3,1; P = 0,63). Na
chromozému 4A™ je lokus ovliviiujici tvar rostliny ve vazb& s markerem wPt-470550
(LOD 3,6; P =0,10; sezona 2011b; Obr. 19, Obr. 23).

QTL pro vysku rostliny (QHt) byl zamapovan na tfech chromozémech: 2A™, 3A™
a7A". Na chromozému 2A™ byla, po analyze dat ze sezén 2009 az 2012, stanovena jeho
pozice mezi markery wPt-470029 (LOD 6,1; P = 0,05) a wPt-376273 (LOD 8,9; P = 0,05). Na
chromozému 3A™ je QHt umistén v oblasti markeru wPt-9560 (LOD 3,6; P = 0,10). Umisténi
lokusu pro vysku rostliny na dvou mistech chromozému 7A™ (markery wPt-861230, LOD
4,1, P = 0,10; marker wPt-861877, LOD 2,8, P = 0,63) bylo potvrzeno na zakladé QTL
analyzy dat z let 2009 az 2012 (Obr. 20, Obr. 23).

Dalsim sledovanym kvantitativnim znakem byla chlupatost lista (QHI). QHI byl
zamapovan na tiech chomorozoémech, 3A™, 5A™ a 7A™. Pfi hlading pravdépodobnosti 0,05
byla potvrzena pozice lokusu pro chlupatost listii na chromozému 3A™ mezi markery rPt-
7002 (LOD 15) az wPt-860851 (LOD 10,6). Na chromozému 5A™ byly detekovany dva
lokusy QHI (marker gwm271, LOD 3,5, P = 0,05; marker wPt-860900 LOD 3,4, P = 0,10).
Na zakladé dat ze sezény 2012 byl lokus pro tento znak lokalizovan na chromozému 7A™
Vv okoli markeru wPt-7281 (LOD 3,1; P = 0,10). Na Obr. 13 Ize od sezoény 2011 pozorovat
vyrazné zvyseni hodnoty LOD skére (chromozém 3A™ 2010: LOD 4,5; 2011: LOD 15), které
bylo vysledkem zavedeni nové metodiky pocitani chlupt (Obr. 21, Obr. 23).

Poslednim detekovanym lokusem je QEet pro dobu metani. Tento znak byl sledovan
béhem tii sezon (2010 az 2012), kdy byl zamapovan na dvou mistech chromozéomu 1A™
(marker wPt-861599, LOD 3,3, P = 0,63; marker SMP, LOD 9,5, P = 0,05). V piipadé
chromozoému 5A™ byla, pro zamapovani QEet do oblasti markeru wPt-377328 (P = 0,63),
nizkd hodnota LOD skore (2,8). Na chromozému 7A™ byl QEet detekovan v okoli markeru
wPt-469488 (LOD 2,6; P = 0,63) a markeru wPt-470566, (LOD 4,3; P = 0,05), kde byl
zamapovan. Na chromozému 4A™ nebyla uréena piesnd poloha QTL (Obr. 22, Obr. 23).
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Obr. 12: QTL mapovani znaku ,,obsah proteinu v zrnech (QGpc)“ v sezoné 2009, 2010
a 2011

Ve viech sezonich se na chromozéomu 5A™ objevuji dva piky, vzdy ve stejné pozici. Kazdy z nich
alesponi jednou piekroéil pti P = 0,05 LOD 3. LOD 3 piesahl i pik na chromozému 6A™. Piky na ostatnich
chromozémech maji LOD < 3 a jsou povazovany za minoritni QTL.
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C) Obsah proteini v zrnech — sezéna 2011a
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Obr. 13: QTL mapovani znaku ,,vaha zrn (QTgw)“ v sezoné 2009, 2010, 2011 a 2012

Ze viech grafii je zfejma lokalizace lokusu pro vahu zrn na chromozému 2A™. Pfedstavované rozmezi pro
QTL je ale piili§ Siroké. V sezéng 2011 dosahl pik na chromozému 1A™ LOD > 3. Stejné tomu bylo
u chromozému 5A™ v sezoénach 2010, 2011b a 2012a. Piky na ostatnich chromozémech jsou minoritni
(LOD < 3).
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C) Vaha zrn — sezéna 2011a
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E) Vaha zrn — sezéna 2012a (1 obilka v klasku)
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G) Vaha zrn — sezéna 2012b (1 obilka v klasku)
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Obr. 14: QTL mapovani znaku ,,pocet klaska na klas (QSpn)“ v sezoné 2009, 2010, 2011
a 2012

Na chromozému 6A™ je zfetelny pik piekradujici v sezén& 2009 LOD 3. V dalgich sezénach se pik
vyskytuje v jinych oblastech chromozému. V sezéné 2010 byla potvrzena pozice QTL pro tento znak na
chromozému 1A™. Dalsi lokalizace QTL nejsou statisticky vyznamné.
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C) Pocet klaskii na klas — sezona 2011a
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E) Pocet klasku na klas — sezona 2012a
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Obr. 15: QTL mapovani znaku ,,poc¢et obilek na klasek (QGn)“ v sezéné 2009, 2010,
2011 a 2012
Na chromozému 1A™ se objevuje nékolik piki, lokus pro dany znak nelze pfesn& lokalizovat. Stejné je

tomu v ptipadé chromozéomu 3A™. Pik na chromozému 5SA™ piekro¢il LOD 3. Dalsi data nejsou statisticky
vyznamna.
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C) Pocet obilek na klasek — sezéna 2011a
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E) Pocet obilek na klasek — sezéna 2012a
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Obr. 16: QTL mapovani znaku ,,délka klasu (QEI)* v sezoné 2009, 2010, 2011 a 2012

Lokus pro délku klasu je lokalizovan na chromozému 2A™ (2009, 2010, 2011). Na chromozému 4A™ se
piky objevuji na dvou rozdilnych pozicich. Stejné je tomu u chromozému 6A™, zde ale s nizsi pravdépodobnosti.
Ve tiech sezénich se objevil signal i na chromozému 3A™, ale pokazdé v jiné oblasti.
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C) Délka Klasu - sezéona 2011a
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E) Délka klasu - sezona 2012a
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Obr. 17: QTL mapovani znaku ,,rozpadavost klasu (QSh)“ v sezoné 2009, 2010, 2011

a 2012

S vysokou hladinou vyznamnosti 1ze lokus pro rozpadavost klasu zamapovat na dvé mista chromozému
1A™, na chromozém 3A™ a dale na chromozém 5A™ a 7A™.
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C) Rozpadavost klasu — sezéna 2011a
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E) Rozpadavost klasu — sezona 2012a
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Obr. 18: QTL mapovani znaku ,,po¢et odnoZzi (QTn)“ v sezéné 2010, 2011 a 2012

Data nebyla signifikantni, vyjma nékolika pikt, které se vSak objevovaly pokazdé na jiné pozici.
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C) Pocet odnozi — sezéna 2011b
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E) Pocet odnoZi — sezona 2012b
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Obr. 19: QTL mapovani znaku ,,rozkladitost trsu (QTs)*“ v sezoné 2009, 2010, 2011
a 2012

Lokus pro rozkladitost trsu byl na zakladé vysoké hladiny vyznamnosti lokalizovan na chromozému 1A",
4A™ 5A™ a dvakrat na chromozomu 2A™, dale na chromozomu 7A™.
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B) Rozkladitost trsu — sezona 2010
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D) Rozkladitost trsu — sezéna 2011b
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F) Rozkladitost trsu — sezona 2012b
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Obr. 20: QTL mapovani znaku ,,vy$ka rostliny (QHt)“ v sezoné 2009, 2010, 2011 a 2012

Lokus pro vysku rostliny byl na zakladé vysoké hladiny vyznamnosti lokalizovan na dvou mistech
chromozému 2A", s niz&i hladinou vyznamnosti na chromozému 3A™ a 7A™. Piky na chromozému 7A™ se
objevovaly na dvou pozicich. Data ze sezony 2012a nebyla statisticky vyznamna.
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B) Vyska rostliny — sezéona 2010
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D) VySka rostliny — sezona 2011b
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F) Vyska rostliny — sezéna 2012b
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Obr. 21: QTL mapovani znaku ,,chlupatost listi (QHI)* v sezéné 2009, 2010, 2011
a 2012

Od sezény 2011 je viditelné vyrazné zvyseni diivéryhodnosti vysledkii. Na chromozému 3A™ dosahuje
pik LOD 15. Na chromozému 5A™ se objevuji dva piky v odlignych pozicich. Lokus pro chlupatost listii Ize na
z4klad& téchto dat zamapovat i na chromozém 7A".
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B) Chlupatost listii — sezona 2010
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D) Chlupatost listii — sezona 2012a
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Obr. 22: QTL mapovani znaku ,,doba metani (QEet)“ v sezoné 2010, 2011 a 2012

S nejvyssi hladinou vyznamnosti se lokus pro dobu metani vyskytuje na chromozému 1A™. Konkrétné na
dvou mistech tohoto chromozému. U zbylych chromozémi nepiekro¢ily piky LOD 3, vyjma chromozému 7A™

V sezdéné 2012a.
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C) Doba metani — sezona 2011b
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E) Doba metani — sezéna 2012b
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5.3 Vazebna mapa

Stavajici vazebna mapa Triticum monococcum L., sestavena z markeri testovanych
vramci diplomové prace Klocové (2010) a Gallové (2011) a bakalaiské prace
Vanzurové (2011), byla rozsitena o 14 novych SSR markerii (Obr. 23). Na chromozém 1A™
byly zamapovany &tyii SSR markery, na chromozém 2A™, 3A™ a 5A™ tii markery a na
chromozém 6A™ jeden marker (Tab. I). Celkem mapa obsahuje 480 markersi, z toho
363 DAIT, 51 STS, 47 SSR, 3 IRAP, 13 marker odvozenych z BAC koncovych sekvenci a 3
geny psenice (Vrn 1,Vrn 2,Vrn 3). Celkova délka mapy je 863 cM. Nejdelsim chromozémem
(165 cM), s nejvétsim poétem zamapovanych markeri (103), je chromozém 7A™. Nejméné
markerti (33) je zamapovano na chromozému 4A"™, ktery je s délkou 47 cM nejkrat$im
chromozémem. Zatim ne vSechny chromozémy jsou orientovany a maji urenou polohu

centromery.
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Obr. 23: Vazebna mapa Triticum monococcum L. s vyznac¢enymi QTL
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Obr. 23: Vazebna mapa Triticum monococcum L. s vyznac¢enymi QTL (pokracovani)
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Obr. 23: Vazebna mapa Triticum monococcum L. s vyznac¢enymi QTL (pokracovani)
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Obr. 23: Vazebna mapa Triticum monococcum L. s vyznac¢enymi QTL (pokracovani)
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6 Diskuze

vvvvvv

svéta. Kvuli jeji neustale rostouci spotfebé a omezenému mnozstvi osevnych ploch je nutné
pestovat vyslechténé kultivary, které jsou odoln€j$i a maji vysSi vynos. Intenzivnim
Slechténim doSlo k omezeni diverzity genového fondu pSenice (Feuillet a kol., 2007).
Dtlezitym zdrojem genetické variability, vyuzitelné pro obohaceni genomu hexaploidni
psenice, je Triticum monococcum L. Predkladana prace se zabyva studiem agronomicky

vyznamnych kvantitativnich znaki u Triticum monococcum L.

Na 86 liniich RIL mapovaci populace, odvozené z kiizeni Triticum monococcum ssp.
monococcum DV92 s T. monococcum ssp. aegilopoides G3116, bylo po dobu ¢étyf let (2009
az 2012) studovano jedenact agronomicky vyznamnych znakt (obsah proteint v zrnech, vaha
zrn, pocet klaski na klas, pocet obilek na klasek, délka klasu, rozpadavost klasu, pocet
odnozi, rozkladitost trsu (tvar rostliny), vyska rostliny, ochlupeni listl a doba metani). Ne
vSechny znaky byly kazdy rok skorovany. Celkem bylo na sedmi chromozomech Triticum
monococcum L. lokalizovano 35 lokusi pro devét kvantitativnich znakti. Nepodafilo se

zamapovat lokus ovliviiujici odnoZovani a pocet obilek na klasek.

Komponenty vynosu a dal§i agronomicky vyznamné znaky byly mapovany v tfadé
studii. Mapy vsak nejsou pokazdé¢ konstruovany za pouziti stejnych markerii. Aby bylo mozné
porovnavat vysledky zamapovani QTL v ramci riznych studii, byly vzdalenosti lokust
uvadény v procentech od zacatki chromozoémi. V mapé, vytvofené v ramci této diplomové
prace, nejsou vSechny chromozémy dosud orientovany. Z toho divodu jsou v nékterych
ptipadech uvadény alternativni vzdalenosti, které by platily v ptipad¢€, ze by byl chromozém

oto¢en o 180°.

Lokus ovlivitujici obsah proteint v zrnech (QGpc) byl zamapovan v oblasti 38 %
a 59 % na chromozému 5A™ a v oblasti 62 % na chromozému 6A™. Pozice téchto ti lokusii
byla ve vSech letech stejnd. Na chromozému 7A™ byly detekovany dva lokusy pro GPC, a to
v oblasti 43% (LOD < 3, nebyl zamapovan; 2009) a 79 % (2009 az 2011). V ptipadé
obraceni chromozému by se jednalo o oblast 57 % a 21 %. V piiblizn¢ stejné oblasti (18 %)
byl minoritni QGps zamapovan na 7AS chromozomu hexaploidni pSenice v praci Borner

a kol. (2002). Pti mapovani tetraploidni pSenice detekoval Blanco a kol. (2002) lokus pro
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obsah proteinti vV zrnech na chromozému SAL, 6AS a 7AS (nebyla uvedena ptfesna pozice)

a Tsilo akol. (2010) na chromozému 5A, coz souhlasi s vysledky této prace.

Dilezity komponent vynosu, vaha zrn (QTgw), byl na zaklad¢ udajt z let 2010 az 2012
shodné detekovan v oblasti 71 % chromozému 5A™. Cuthbert a kol. (2008) pfi mapovani
genomu Triticum aestivum L. lokalizovali majoritni QTgw téZ na chromozomu 5A, ale
v oblasti 98 %. Blize nasim vysledkiim byl Borner a kol. (2002), ktery tento majoritni lokus
zamapoval na 5A chromozému hexaploidni pSenice v oblasti 81 %. Odchylka v umisténi
lokusu muze byt zptsobena chybou v nékteré mapé nebo odlisnymi pfirodnimi podminkami
béhem riistu mapovaci populace. S vysokou statistickou vyznamnosti (P = 0,05), béhem vsech
sezon, byl nalezen QTgw na chromozému 2A™. Poloha lokusu byla stanovena pouze
orienta¢né na rozmezi 28 % az 44 %. Hori a kol. (2007) téz nalezli lokus pro tento znak na
chromozému 2A", konkrétng v oblasti 42 %. Tohoto poznatku lze vyuzit pii piesné&jsi
lokalizaci QTgw Vv nasi mapé. Dalsi QTL byly zamapovany na chromozému 1A™ v oblasti
43 % a 98 %, a to na zakladé analyzy dat ze tfi, respektive dvou sezon. Majoritni QTgw byl
detekovan na chromozoému 4A™ (sezéna 2012), v rozmezi 0 % az 53 % délky chromozému.
K obdobnému vysledku dospél Cuthbert a kol. (2008) béhem mapovani hexaploidni pSenice.
V oblasti 56 % délky chromozému 4B zamapovali majoritni QTgw. Pfi mapovani pSenice
seté byl lokus pro tento znak lokalizovan na vSech chromozdémech subgenomu A kromé
chromozomu 1A (2A — Huang a kol., 2004; 3A — Borner a kol., 2002; 4A — Peng a kol., 2003;
5A — Bomer a kol., 2002; Cuthbert a kol., 2008; 6A - Borner a kol., 2002; 7A - Cuthbert
a kol., 2008).

Kvantitativni lokus pro po¢et klaskii na klas (QSpn) byl na zakladé udaju z roku 2010
zamapovan na konci chromozému 1A™. Ze statisticky vyznamnych dat ziskanych béhem roku
pfirodnimi podminkami plsobicimi na mapovaci populaci rostouci béhem téchto dvou sezon,
nebo chybou pfi fenotypovani. Bullrich a kol. (2002) zamapovali na stejné mapovaci populaci
lokus pro pocet klaskii na klas na konci chromozému 1A™, coz potvrzuje tdaje z roku 2010.
QSpn byl diky vysledkim z jedné, piipadné dvou sezoén detekovan na chromozému 2A™, 6A™
a 7A™. Piesna pozice lokusii viak nebyla stanovena. Hori a kol. (2007) mapovali QSpn na
chromozému 3A™ a 4A™ (57 %). Araki a kol. (1999) detekovali na mapovaci populaci

hexaploidni pSenice zminény lokus v oblasti centromery chromozému 4AS.
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Dal$im zamapovanym lokusem na chromozému 2A™ (41 %) je lokus pro délku klasu
(QEI). Poloha tohoto QTL byla potvrzena daty ziskanymi b&hem tii sezoén. Navic Borner
a kol. (2002) detekovali tento lokus na stejné pozici (42 %) chromozému 2BL. Dalsi dva QEI
byly nalezeny na chromozému 4A™, v oblasti 11 % (sezoéna 2012) a 64 % (2009 az 2012).
Hori a kol. (2007) zamapovali QEI téZ na chromozému 4A™, v relativné totozné oblasti 55 %.
U hexaploidni pSenice (Borner a kol., 2002) byla délka klasu rovnéz zamapovana na
chromozému 4AL, ale az v oblasti 44 % az 47 %. Nestejné umisténi mize byt zapfi¢inéno
chybou pii fenotypizaci nebo silnym vlivem prostfedi. Borner a kol. (2002) detekoval na
chromozomu 4A jesté dalsi dva majoritni lokusy pro tento znak, a to v oblasti 6 % a 17 %.
Jedna se priblizné o stejnou oblast (11 %), zamapovanou na zaklad¢é dat ze sezony 2012. Na
zaklad¢ vysledki QTL analyzy dat z let 2009 a 2011 byl QEI zamapovan na chromozému
6A™ v oblasti 45 %. V piiblizné stejné oblasti (48 %) byl QEIl lokalizovan pii mapovani
hexaploidni pSenice (Bérner a kol., 2002). Béhem sezény 2012 byl na chromozému 6A™
detekovan dalsi lokus pro délku klasu, a to v oblasti 10 %. Jedna se o minoritni lokus, jehoz
pozice nebyla potvrzena ve zbylych sezonidch. Z tohoto divodu nebyl zanesen do mapy.
Avsak Borner a kol. (2002) téZ nalezli v odpovidajici oblasti (7 %) chromozomu 6DS
minoritni lokus pro tento znak. Tyto vysledky naznacuji, ze by se mohlo jednat o homologni
geny. Hori a kol. (2007) zamapovali QEI i na konci chromozému 3A™. V piipadé sezén 2009,
2010, 2011 byla pozice tohoto QTL na chromozému 3A™ pokazdé jina.

Jeden z hlavnich domestika¢nich znaku, rozpadavost klasu (QSh), byl zamapovan
v oblasti 37 % chromozomu 1A™, coz bylo potvrzeno daty z let 2009 az 2011, dale v oblasti
78 % téhoz chromozému (2012), v misté 35 % délky chromozému 3A™ (2009 az 2011),
v 54 % délky chromozému 5A™ (2011, 2012) a piesné v poloving chromozému 7A™ (2009 az
2011). U hexaploidni pSenice (Marza a kol., 2006) byl QSh zamapovéany na chromozémech
4B, 5A, 6A, 6B, 7A a 7DL. Pozice na chromozému 5A (52 %) se shoduje s pozici stanovenou
v ramci této prace (54 %). Pozice QSh na chromozomu 7DL (47 % délky chromozému) je
témef totozna s daty z let 2009, 2010 a 2011 (50 %). Li a Gill (2006) zamapovali na 3AS
chromozomu Triticum timopheevii gen Brl (pro rozpadavost klasu), ktery by mohl byt na
stejném misté chromozému 3AS jako QSh v oblasti 35 % chromozému 3A™. Tento znak
nebyl dale testovan (Borner a kol., 2002; Cuthbert a kol., 2008; Hori a kol., 2007; Sourdille
a kol., 2000), proto nelze umisténi QSh na chromozému 1A™ porovnat s vysledky dalsich

studii.
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Lokus pro rozkladitost trsu (QTs) byl diky QTL analyze udaji ziskanych v letech
2009 az 2012 zamapovan na chromozému 1A™ a v oblasti 39 % na chromozému 2A™.
Lokalizace QTs v oblasti 27 % na chromozému 2A™ byla potvrzena daty z let 2009 az 2011.
Lokus pro rozkladitost trsu byl béhem sezény 2012 detekovan na chromozému 5A™ a 7A™,
v sez6ng 2011 na chromozému 4A™. Vysledky nelze srovnat s dal$imi studiemi, protoze

nebyly nalezeny zadné, které by se zabyvaly mapovanim QTs.

QTL pro vysku rostliny (QHt) byl na zakladé signifikantnich dat z let 2009 az 2012
zamapovan na chromozému 2A™, a to v oblasti 35 % az 41 %. Na hexaploidni pSenici byly
QHt nalezeny jen na chromozému 2B (42 %), ve shodné oblasti jako na 2A™ a na
chromozému 2D (27 %). Neménna pozice QHt na chromozému 3A™ (36 %) byla pozorovéna
Vv letech 2009, 2010 a 2011. Huang a kol. (2004) na mapovaci populaci Triticum aestivum L.
zamapovali na zacatku kratkého ramene chromozému 3A lokus pro vysku rostliny, ktery by
mohl odpovidat vy$e zminénému QTL na chromozému 3A™. Dale byl v této praci na konci
chromozomu 7A detekovan QHt, jehoz poloha by odpovidala vysledkim QTL analyz z let
2009 az 2012 (2 %, po oto€eni chromozdému 98 %). Borner a kol. (2002) béhem mapovéni
hexaploidni pSenice detekovali QHt i na dalSich chromozémech: 1B, 3B, 3D, 4D, 5D, 6A
a6B. Zamapovani lokusu na homeolognich ¢i ostatnich chromozémech lze vysvétlit

rozsédhlymi duplikacemi a piestavbami, ke kterym béhem evoluce pSenice dochézelo.

Na zéaklad¢ vysledkii QTL analyz z let 2010 az 2012 byl lokus pro chlupatost listi
(QHI) shodné lokalizovdna uprostied chromozému 3A™ (50 %). QHI byl na tomto
chromoz6ému, oproti nize zminénym, zamapovan s nejvyssi statistickou vyznamnosti (LOD
skore 15, P = 0,05). Hlavni podil na tom mélo zavedeni nové, rychlejsi a piesnéjsi metodiky
pro hodnoceni tohoto znaku. AvSak pii dalsi studii fenotypu na Triticum monococcum L.
(Hori a kol., 2007) byl QHI zamapovan jen na chromozému SA™ (95 %). V ramci této
diplomové prace byl téz na chromozému 5A™ lokalizovan lokus pro chlupatost listil, a to
v oblasti 56 % a 88 %. Pozice ani jednoho z téchto dvou QTL se neshodovala s vysledky Hori
a kol. (2007). Z dat sesbiranych béhem sezony 2012 byl QHI zamapovan v oblasti 25 % na
chromozému 7A™. Pii QTL analyze hexaploidni pSenice byl tento lokus zamapovén na
chromozému 7B (Dobrovolskaya a kol., 2007; Taketa a kol., 2002). To by mohlo byt
vysledkem piestaveb uvniti pSenicného genomu, ke kterym béhem evoluce dochazelo. Lokus
pro chlupatost listli se proto mize nachéazet jak na genomu A, tak 1 B a D. Dal§im divodem
znaénych neshod pii mapovani tohoto znaku miize byt jeho obtiZzné vyhodnocovani a odlisné
metodiky jeho hodnoceni.
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Poslednim zamapovanym znakem je doba metani (QEet). Dva lokusy byly detekovany
na chromozému 1A™, v oblasti 37 % (2012) a 100 % (sezéna 2010, 2011). Na zakladg udajt
Z roku 2012 byl QEet lokalizovan na chromozému 5SA™ (21 %), jako minoritni lokus, ktery
nebyl zanesen do mapy a pak na chromozému 7A™ v oblasti 61 % (po otogeni chromozému
39 %). Bennett a kol. (2012) zamapovali na populaci hexaploidni pSenice QEet s malym
efektem na chromozému 1A (4 %), 5A (61 %) a dva QEet na chromozému 7A (39 % az
53 %), Kato a kol. (1999) téz na chromozému 5A (51 % az 64 %) a Griffiths a kol. (2009) na
chromozému 5A a 7A. Pouze v piipadé QEet na chromozému 7A™ byla potvrzena jeho
pozice vysledky ze studii na hexaploidni pSenici (Bennett a kol., 2012). Pro ptesnou lokalizaci

QTL ovliviiyjicich nastup metani je tfeba provést dalsi mapovani tohoto lokusu.

Kvantitativni lokusy fidici odnoZovani rostliny a pocet obilek vyvijejicich se v klasku
se v ramci této diplomové prace nepodatilo zamapovat. V nasledujicich sezonach bude tfeba

provést dalsi fenotypizace.

QTL identifikované v této praci byly zaneseny do mapy Triticum monococcum L.
vzniklé kiizenim Triticum monococcum ssp. monococcum DV92 s T. monococcum Ssp.
aegilopoides G3116. Celkova délka mapy je 863 cM a sklada se ze 480 markera (363 DArT,
51 STS, 47 SSR, 3 IRAP, 13 markert odvozenych z BAC koncovych sekvenci a 3 geny
pSenice: Vrn 1,Vrn 2,Vrn 3), kterymi byla mapa postupné zahu$tovana, a to v rdmci praci
Klocové (2010), Gallové (2011) a Vanzurové (2011). V této diplomové praci bylo
zamapovano dalSich 14 SSR markerd. Oproti ptivodni mapé Klocové (2010) je souCasna
mapa 0 34 cM delsi, ale obsahuje o 148 markeri mén¢. Primérné vzdalenost mezi sousednimi
markery tak vzrostla z 1,3cM na 1,8 cM. Divodem je vyfazeni redundantnich markert

a nastaveni ptisné&jsi podminek pro konstrukci mapy (JoinMap 4, Van Ooijen, 2006).

Dubcovsky a kol. (1996) byla ze stejného kiizeni vytvofena vazebna mapa pro 72 linif
F, mapovaci populace. Mapa o délce 1 067 cM obsahuje 328 RFLP markerti. Primérna
vzdalenost mezi markery je 3,3 cM. Mapa odvozena z RIL mapovaci populace vzniklé
kiizenim Triticum boeoticum s Triticum monococcum je sestavena ze 179 markert a dosahuje
celkové délky 1 262 cM (Singh a kol., 2007). V tomto ptipad¢ jsou od sebe sousedni markery
vzdaleny primérné 7,1 cM. Mapa Hori a kol. (2007), vychazejici ze stejného kiizeni (RIL),

ma délku 1 038 cM a vzdalenost mezi markery se primérné pohybuje kolem 3,1 cM.
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V porovnani s poslednimi tfemi vySe uvedenymi mapami je soucasna mapa Triticum
monococcum L., vytvofena v této praci, nejkratsi a ma nejmensi primérné vzdalenosti mezi
sousednimi markery. Pfi¢inou variabilni délky map mize byt odliSny typ mapovaci populace
(RIL, F atd.) a rozdilna frekvence rekombinaci. Zde pouzité DArT markery jsou dominantni,
stejn¢ tak vétSina pridanych STS markerti. Z tohoto diivodu mize byt ¢tvrtina az polovina
moznych rekombinaci utajena. Po zohlednéni této skutecnosti by tato mapa dosahovala délky
1079 az 1295 cM, coz by korespondovalo s délkami vySe zminénych map (Dubcovsky
a kol., 1996; Hori a kol., 2007; Singh a kol., 2007).

V této praci je nejdelsim chromozémem chromozém 7A™ (165cM) se 103
zamapovanymi markery. V praci Dubcovsky a kol. (1996) byl geneticky nejdel$i chromozém
5A™, stejné tomu bylo v pifpadé mapy Hori a kol. (2007). Naopak nejkratsi byl chromozém
4A" coz se shodovalo i s praci Singh a kol. (2007) a zde publikovanou mapou (47 cM, 33
markerti). Maly pocet zamapovanych markeri na chromozému 4A™ by mohl byt zapii¢inén
nizkou sekvencni variabilitou chromozému, nebo naopak nizkou frekvenci rekombinaci. Pro
stanoveni presné pfiiny je tieba dalSich studii. V ptipadé hexaploidni pSenice patii
chromozém 4A k fyzicky i geneticky nejdelsim chromozoémiim (DolezZel a kol., 2009), a to
diky dvéma velkym translokacim. K prvni translokaci doslo na urovni diploidniho ptedka
vnesenim dlouhého ramene chromozomu 5A. Druha translokace probé&hla béhem evoluce

tetraploidniho predka, kdy byla ¢ast chromozému 7B zaclenéna do dlouhého ramene

chromozomu 4A (Devos a kol., 1995).
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7 Z.avér

Hlavnimi cily diplomové prace bylo dopéstovani RIL mapovaci populace Fi1; a Fi2
generace odvozené z kiizeni kulturni formy jednozrnky Triticum monococcum ssp.
monococcum DV92 s planou formou jednozrnky T. monococcum ssp. aegilopoides G3116,
QTL mapovani agronomicky vyznamnych znakid na této populaci a zahu$téni stavajici

vazebné mapy.

Stavajici vazebna mapa Triticum monococcum L. byla obohacena o dalSich 14 SSR

markerti a celkova délka mapy dosahla 863 cM se 480 zamapovanymi markery.

Vysledky QTL analyzy jedenacti agronomicky vyznamnych znakli (obsah proteina
v zrnech, vaha zrn, pocet klaskl na klas, pocet obilek na klasek, délka klasu, rozpadavost
klasu, pocet odnozi, rozkladitost trsu (tvar rostliny), vyska rostliny, ochlupeni listi a doba
metani), sledovanych na Fi; a Fi» generaci RIL mapovaci populace, byly porovnany s daty
ziskanymi v ptedchozich sezonach. Celkem bylo na sedmi chromozémech lokalizovano 35
lokust pro devét kvantitativnich znakd. To je 0 21 vice nez v praci Klocové (2009) a o 20
vice nez v praci Gallové (2011). Divodem je vyssi poCet opakovani a zvySeni presnosti

mapovani QTL pro chlupatost listi diky optimalizaci metodiky pro hodnoceni tohoto znaku.
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9 Seznam pouzitych zkratek

BPg

CDg
CK
CKX
cM
CPg
CS

Cv.
DAIT
DNA
dNTP
EDTA
F primer

F,

adenin

peroxodisulfat amonny

proximalni zrna v apikalni casti klasu

umély bakterialni chromozom (angl. bacterial artificial chromosome)
pary bazi (angl. base pairs)

proximalni zrna v bazalni ¢asti klasu

cytozin

distalni zrna v centralni ¢asti klasu

cytokinin

cytokinin oxiddza/dehydrogenaza

centimorgan

proximalni zrna v centralni ¢asti klasu

Triticum aestivum cv. Chinese Spring

kultivar

Diversity arrays technology

deoxyribonukleova kyselina (angl. deoxyribonucleic acid)
deoxynukleotid trifosfat (angl. deoxynucleotide triphosphate)
Kyselina etylendiamintetraoctova

forward primer

druha filidlni generace

devata filidlni generace

dvandcta filidlni generace

Fusarium head blight

guanin
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GA
Gb
GL
GPC
GT
GW

HMW-GS

IRAP

KW

LMW-GS

LOD

MAS

PAA
PCR
QEet
QEI
QGn
QGpc
QHI
QHt
QSh

QSpn

kyselina giberelova (angl. gibberellic acid)

gigabaze (angl. giga base)

délka zrna (angl. grain length)

obsah proteinti v zrnech (angl. grain protein content)
tloustka zrna (ang. grain

Sitka zrna (angl. grain width)

gluteninové podjednotky s vysokou molekulovou hmotnosti
(angl. high molecular weight glutenin subunits)
amplifikovany polymorfizmus mezi retrotranspozony

(angl. inter-retrotransposon amplified polymorphism)

vaha zrna (angl. kernel weight)

gluteninové podjednotky s nizkou molekulovou hmotnosti
(angl. low molecular weight glutenin subunits)

logaritmus pravdépodobnosti (angl. logarithm of odds)
selekce za pomoci markeru (angl. marker assisted selection)
haploidni pocet chromozomil

polyakrylamid

polymerazova fetézova reakce (angl. polymerase chain reaction)

lokus pro kvantitativni znak — doba metani

lokus pro kvantitativni znak — délka klasu

lokus pro kvantitativni znak — pocet obilek na klasek
lokus pro kvantitativni znak - obsah proteint v zrnech
lokus pro kvantitativni znak - chlupatost listt

lokus pro kvantitativni znak — vyska rostliny

lokus pro kvantitativni znak — rozpadavost klasu

lokus pro kvantitativni znak - pocet klaskl na klas



QT
QTgw
QTL
QTn
QTs

R primer
RIL

ssp.

SSR

STS

TBE

TEMED

TKW

kvantitativni znak (angl. quantitative trait)

lokus pro kvantitativni znak - védha zrn

lokus s kvantitativnim znakem (angl. quantitative trait loci)
lokus pro kvantitativni znak — pocet odnozi

lokus pro kvantitativni znak — rozkladitost trsu

reverse primer

rekombinantni inbredni linie (angl. recombinant inbred line)
poddruh (subspecies)

opakovani jednoduchych sekvenci, mikrosatelity

(angl. simple sequence repeats)

misto se sekven¢ni adresou (angl. sequence tagged site)
tymin

teplota nasedani primeru (angl. annealing temperature)

pufr s Tris, kyselinou boritou a EDTA (angl. Tris-borate-EDTA buffer)

tetrametyletylendiamin
vaha tisice zrn (angl. thousand-kernel weight)

zakladni chromozémové ¢islo
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