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Abstrakt:

Mg wiv s

v Etiopii. Vysoky obsah proteinl, dobra skladovatelnost pfi zménach podminek a
tradini chléb injera patfi mezi hlavni ddvody kultivace. Péstuje se od nizin
po vrchoviny. Mezi hlavni problémy patfi poléhavani, vypad zrn z klasu pfed sklizni,
houbové, virové, bakterialni infekce ap.. Chromosomalni pocet u E. Tef je x=10,
ve dvou kopiich, zdvojeny. Tedy 2n=4x=40. V této praci jsou allotetrapodni rostliny
Milicky habeSské vystaveny vlivu antimitotického agens oryzalinu v koncentracich
od 3,3 mikromol oryzalinu po 240 mikromol za ucelem ziskani polyploidnich rostlin
(2=8x=80). Koncentrace vyssi jak 5 mikromol oryzalinu se ukazaly jako 100%
fatalni. Z celkové poctu 5100 rostlin bylo ziskano 7 jedincl se zménénym
mnozstvim genetické informace. Méfeni bylo provadéno pomoci technologie
prutokové cytometrie. TFi rostliny ziskany pfi koncentraci 5 mikromol oryzalinu se
ukazaly jako mixoploidni, zrno nevytvorfily. Zbylé ¢tyfi  rostliny ziskany
pfi koncentraci 3,3 mikromol se ukazaly jako oktaplodni, schopné vytvofit fertilni
zrno. Kilicivost se ukazala jako 100%. U oktaploidnich rostlin byla zvySena hmotnost
biomasy, mnozstvi zrn v klasu, jeho délka, hmotnost tisice semen Ci robustnost

stébla.

Klicova slova: Milicka habeSska, Eragrostis tef, polyploidie, oryzalin, in vitro,

explantatové kultury



Abstract:

Eragrostis tef (Zucc., Trotter) is the most important cereal crop traditionally
cultivated in Etiopia. High amount of protein, good storability (even when conditions
are not stable) and traditional bread injera are the reasons why tef is being
cultivated. It is cultivated through lowlands to highlands. Main problems of tef
cultivation are lodging due to climate conditions, exseeding before spike is mature,
viral, bacterial or funghal infection etc. Chromosome number of E. tef is x=10,
2n=4x=40. In this study are allotetraploid plants of tef exposed to different
concentrations of oryzalin solution. Concencetrations starts on highest 240
micromol, decreasing to 3,3 micromol. Intention of this is obtaining polyploid
specimens. Concetrations higher than 5 micromol seemed to be 100% fatal. From
total 5100 specimens were obtained 7 with changed amount of genetic information.
Technology of flow cytometry was used for counting nucleus. Three specimens
obtained on concentration 5 micromol were mixoploid, didnt set grains. Four
specimens were obtained on concentration 3,3 micromol of oryzalin solution, all
octaploid, created fertile grains with 100% germination rate. Octaploid specimens
had higher amount of biomass, more grains per spicklet, longer spicklets, HTS or

more vigorous stem.

Keywords: Eragrostis tef, Williams love grass, polyploidy, oryzalin, in vitro,

tissue culture
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1 Uvod

Milicka habeSska [Eragrostis tef (Zucc.) Trotter] je obilninou z celedi
Lipnicovité-Poaceae. Celed Poaceae je &tvrtou nejvétsi celedi kvetoucich rostlin.
Celed Poaceae se dale dé&li do podéeledi, a to Panicoideae, Oryzoideae,
Bambusoideae, Pooideae, Chloridoideae a Arundinoideae (Kellogg, 1998). Krom
tefu tato Celed zahrnuje hlavni celosvétové obilniny jako jsou pSenice, ryze, jeCmen,
zZito, Cirok apod. DalSi plodina celosvétové dulezita plodina patfici do této Celedi je
cukrova titina. Dobré porozuméni této Celedi je dulezité pro dostate¢né zasobeni
lidstva zakladni potravou.

Mezi hlavni problémy vyskytujici se u Celedi Poaceae jsou houbova a virova
napadeni, poléhavani, napadeni $kudci, pozdni dozravani & horSi kvalita zrn
na ukor kvanitity.

Péstovani obilnin bude ¢elit v blizké dobé vyzvé v podobé vzrustajici celosvétove
populace a jejich narokd na vyzivu. Obilniny tvofi hlavni ¢ast nutricniho pfijmu
v celosvétovém méritku.

Rod Eragrostis obsahuje zhruba 350 druhu, primarné plvodem z tropickych
a subtropickych oblasti. Z nich je 14 endemitnich v Etiopii. Tef je jedinym
zastupcem svého rodu péstovanym pro sva zrna. ObCas se konzumuiji i druhy jako
Eragrostis cilianensis (F.T.Hubb.), Eragrostis ciliaris (L. R.Br.), Eragrostis curvula
(Schrad., Nees), Eragrostis cylindriflora (Hochst.), Eragrostis gangetica (Roxb.,
Steud.), Eragrostis pilosa (L.P. Beauv.), Eragrostis tremula (Steud.) a Eragrostis
turgida (Schumach.). Tyto druhy se konzumuji pfedevSim v obdobi nedostatku
potravy (Yifru T. & Tefera H., 2005).

Tef je dobrym zdrojem mineralld, pfedevSim vapniku a zeleza (Yifru T.
& Tefera H., 2005). Kupfikladu dobytek radéji spasa poskliziové zbytky tefu nezli
jinych obilnin. Jeho kvalita je porovnatelna s Cerstvou pastvou (Ketema S., 1997).
Lidska snaha o zlepSeni vlastnosti kultivovanych plodin saha zhruba 10 000 let
do minulosti. Hybridiza¢ni programy se snazi vyprodukovat kultivary, které jsou
adaptabilngjsi bez nutnosti zvySeni agronomickych zasahd, s vy$Sim obsahem
prospésnych latek (napfiklad u kukufice jsou v dnedni dobé kultivary péstované
kvuli vysokému obsahu sacharosy - Zea mays cv. Saccharosa, vysokému obsahu
proteinu apod.) &i kvlli zvySené rezistenci vici patogenim. Kombinaci existujicich
znalosti a zdroju v kombinaci s modernimi biotechnologiemi mame mozZnost

studovat biochemické, fyziologické, genetické vlastnosti v komplexnim rozmeéru.
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Souc€asny védecky vyzkum poklada za hlavni vyzvu pfecteni genomu pSenice a
modelovych organismd, jako jsou ryze €&i Arabidopsis (Jauhar, 2006; Dubcovsky
& Dvorak, 2007).

V Etiopii je tef cenén vice nezli ostatni obilniny. Je to kvuli vysokému obsahu
proteinl, a to 9 az 11 procent, coz je o trochu vice nezli u ostatnich obilnin
(Mengesha M. K., 1965; Bekele E. & Lester, 1981; Bultosa G., 2007). Dle studie
Alemayehu Areda (1995) ma tef dokonce 11 az 12,5 porcenta proteinu. Divoci
pfedci modernich obilnin pfezili do dnesSnich dob miliony let za pomoci genetické
obrany pfed Zivelnymi a nezivelnymi vlivy. Tyto plavodni druhy jsou dulezitym
zdrojem genetické informace pro moderni vyzkum molekularni biologie a pro dalSi
hybridizaci standardnimi zptsoby (Raupp & Manhattan,2007).

Tef stejné jako pSenice spada do tfidy Liliopsida, fad Poales, Celed Poaceae.
Naproti tomu spadaji do odliSnych podc&eledi, tef do pod&eledi Chloridodeae, rodu
Eragrostis, pSenice do podceledi Pooideae, rodu Triticum (Smale et al., 1996). Jsou
to prfedevSim sezonni samosprasné traviny. V zavislosti na roku a odrudé se
hybridizace s jinymy odrddami objevuje ve frekvenci do 0,1 u pSenice (Waines
& Hegde, 2003). Obecné jsou povazovany hodnoty 0-0,02 za pfijatelné. U MiliCky
habeSské je mira hybridizace velmi nizka, obecné do 0.01. Tef je plvodem
z Etiopie, kde je také primarné kultivovan. Je to C4 rostlina. Mimo nékolika studii tef
nebyl doposud podroben moznostem modernich biotechnologickych nastroja (Yifru
T. & Tefera H., 2005; Yu et al., 2007). To bychom radi zménili touto studii pomoci

antimitotického agens oryzalinu.



2  Literarni review
2.1 Eragrosts teff, Milicka habeSska

Tef [Eragrostis tef (Zucc.) Trotter] je allotetraploidni rostlina (2n = 4x = 40),
puvodni v Etiopii. Rod Eragrostis je v Africe zastoupen 43% druhy rodu, 18% druh
je z Jizni Ameriky, 12% z Asie, 10% z Autralie, ve stfedni Americe je plvodnich 9%,
v Severni Americe 6% a nakonec v Evropé 2% (Costanza, 1979). Z 54 druhu
zaznamenanych na uzemi Etiopie je 14 druh( (26%) endemitnich. (Cufodontis,
1974). Mnozstvi druht z rodu Eragrostis nalézajicich se na uzemi Etiopie,
v porovnani s ostatnimi lokalitami vyskytu, znaci pdvod tefu a jeho naslednou
domestikace pravé zde, v Etiopii (Vavilov, 1951). Pfesné vyznaceni lokality a

obdobi pocatku domestikace nebylo doposud jisté rozlusténo.

2.1.1 Morfologie tefu
Tef je sezonni trsovita travina s jemnymi stonky. Kofeni mélce, s vytvofenim

Sirokého podpovrchového kofenového systému. VysSka rostliny v zavislosti
na kultivaru, péstebnich podminkach je 50-200 cm (Stallknecht et al., 1993). Stonek
je vétdinou vzpfimeny. Kvétenstvi je formé laty, HTS je 0,3-0,4g Kvéty jsou
oboupohlavni. Kazdy kvét ma tfi tyCinky. Pestiky jsou velké zhruba 0,5mm, tvofeny
dvéma bunkami. Semenik obsahuje dvé blizny. Zrna maji ovalny az elipsoidni tvar,
od barvy Zluto-bile pfes tmavé hnédou. Dle Stallknecht et al (1993) ¢i Tadesse
Ebba (1975) mohou mi zrna tefu barvy mlééné bilou az temné rudou,

Vegetacéni faze se déli na nékolik fazi. Prvni je kli¢eni, dalSi je faze prvniho
pravého listu, odnozovani a tvorba vegetacniho vrcholu, pfedélovani stébla,
metani, kveteni, naplfovani zrna a nakonec zralost. Semena je potfeba skladovat
pfi nizkych teplotach a nizké vzdusné vlhkosti, jinak hrozi napadeni patogeny,
snizeni schopnosti kliceni semene Ci naprosté nekliCivosti. Pfi dodrzeni spravnych
skladovacich procedur ma semeno Zivotnost zhruba deset let. Obvykle se pouziva
osivo Cerstvé, tj. z lofiské sklizné.

Kofenovy zaklad je od semene vétSinou oddélen internodem, délka
internodu je zavisla na hloubce setby. Po vyrazeni koleoptylu na povrch se vytvori
prvni pravy list. Tvorba novych listll je jeden list za Ctyfi az pét dni. Obvykly pocet
listd na stéble je 8-11. VétSi pocet listd mivaji zpravidla pozdni odrady.

Po vykli€eni a narastu prvniho pravého listu nasleduje odnoZovani. Jedna se

o dllezitou fazi pfi vegetaci rostliny, dochazi k zahusténi oseté plochy, ¢imz se
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minimalizuji vstupni naklady a maximalizuje efektivita vyuZziti plochy. Intenzita
odnoZovani zavisi jak na genetickych, tak na vnéjSich faktorech. Rust odnozi je
uzce spjat s vyrastanim listu na hlavnim stéble. Odnoze se mohou tvofit v misté
rustu prvniho pravého listu. Za obvyklych péstebnich podminek vytvofi rostlina tfi
odnoze, na jedno hlavni stéblo, ne kazda vytvori klas, €i je schopen plné dozrat.
Pfi nedostateCné oseté ploSe maji rostliny tendenci tvofit sekundarni odnoze.
Nejproduktivnéjsi z hlediska zrn jsou odnoZe objevujici se v obdobi tvorby ¢tvrtého
az Sestého listu. OdnoZze objevujici se po vytvoreni Sestého listu vétSinou nevytvofi
klas, odnoze objevujici se pred tvorbou tretiho listu vytvofri vlastni kofenovy systém
a jsou produktivni. Mnozstvi rastu odnozi je ovlivnéno jak odridou, tak
podminkami. S vzrlstajicimi stresovymi podminkami se pocCet odnozi bez klasu
zvySuje, stejné jako zmenSuje velikost a mnozstvi zrna na hlavnim stéble.
V prubéhu rlstu odnozi se na hlavnim klasu stejné jako na odnozich objevuje

mikroskopicky zaklad klasu. Tato faze se nazyva inicializace klasu.

Tabulka 1: Slozeni zrn tefu na 100g

slozka hmotnost
voda 11g
protein 9,60
tuk 2,09
karbohydraty 739
vlaknina 39
Vapnik 159mg
HofcCik 170mg
Zelezo 5,8mg
Zinek 2mg
Thiamin 0,3mg
Riboflavin 0,2mg
Niacin 2,5mg
Askorbova kyselina 88mg

(Protologue, 1918; Mengesha M. K., 1965; Bultosa G., 2007).
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2.1.2 Puvod a rozsireni

Kultivace tefu byla primarné zalezZitosti uzemi Etiopie a nékterych vySe
poloZenych koncin Eritrey, Ci severu Keni. Malé, komercné orientované farmy lze
také nalézt v Jizni Africe, Spojenych Statech, Kanadé, Australii, Evropé (Holandsko)
a Yemenu (Costanza et al.,, 1979). Tef je také péstovan jako pastva, napfiklad v
Jizni Africe, Maroku, Australii, Indii ¢i Pakistanu (Evert et al., 2008).

2.1.3 Domestikace
Tef je pravdépodobné odvozen od blizkého pfibuzné Eragrostis pilosa, ktery

je tetraploidni (2n =4x=40), sezonni stejné jako tef s kosmopolitnim rozSifenim
(Ingram and Doyle, 2003).

Pfedchozi studie naznacovaly puvod tefu mozny ve &Etrnacti divokych druzich
Eragrostis (Ingram & Doyle, 2003). Dle téchto autor, v sou€asné dobé& panuje
konsensus mezi ruznymi studiemi zkoumajicimi puvod tefu, pfedkem tefu je
Eragrostis pilosa jako hlavni kandidat. Eragrostis heteromera je dalSim druhem,
povazovanym za mozného plvodce genomu tefu. Plastidové DNA sekvenovani péti
riznych variet tefu a Ctyf Eragrostis pilosa bylo z ¢asti identické, z ¢ehoz plyne
otazka nad vicerodruhovym plvodem téchto polyploidi (Ingram & Doyle, 2003).
Eragrostis tef (Zucc., Trotter ) ma synonymni oznaceni Poa abyssinica (Jacq.) Ci
Eragrostis abyssinica (Jacq.).V nékterych africkych zemich je tef nazyvan ,gewone
bruin tef (ou bruin)“, v arabskych tahf, v anglickych tef &i teff, Williams love grass,
v Etiopii tafi (jazyky Oromo/Afar/Sodo), tafe-e (jazyk Had), t'ef, teff taf (jazyky
Amaringa a Tigringa), francouzsky mil éthiopien (Yifru T. & Tefera H., 2005).

2.1.4 Hybridizace a jeji metody

Prvni studii na kfiZzeni tefu provedl v roce 1975 Tareke Berhe, ktery vyvinul
metody kfizeni tefu. V minulosti snahy o hybridizaci a vyvinuti metod nevedly
k valnym vysledkum, naproti snaze byl uspéch minimalni. (Berhe T. & Miller, 1978;
Berhe T. et al.,, 1989). Naproti tomu se v nedavné dobé program vysoce
orientovany na zakaznika pokusil vyvinout odridu tefu ve spolupraci s mistnimi
farmafi v Etiopii. Hlavnimi benefity tohoto programu jsou: cilena hybridizace,
selekce v raném stadiu rostlin, testovani na odliSnych lokalitach, selekce nékolika
kultivarG na zakladé zkuSenosti mistnich farmaid, s naslednym vyuzitim jiz
existujicich pravnich procedur k vypusténi na trh (Belay et al., 2007). MnoZstvi

biomasy a hmotnost tisice semen byly vy$Si u novych kultivar(, linearné korelujici
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se stafim rostliny, pozitivné ve vysoké mife ovliviujici mnozstvi zrn. Pocet spikletd
na klas je také vyssi, pozitivné korelujici s vySSi sklizni. ZlepSeni vysky rostliny,
délky klasu, mnozstvi zrn v klasu jsou vlastnosti rostlin vétSiny modernich genotypu
(Yifru T. & Tefera H., 2005).

ZlepSovani vlastnosti tefu bylo pfedevSim zavislé na masové selekci
z krajinné kultivace, z ¢ehoz bylo vyselektovano nasledné nékolik variet (Yu et al.,
2007). Hybrid mezi Eragrostis tef a E. cilinensis je schopen vytvofit semena, lec€
nejsou fertilni (Tavassoli, 1986). Toho by se teoreticky dalo vyvarovat pomoci
zachrannych in vitro metod. Dle Likyelesh Gugsa et al. (1999) hybrid
mezi Eragrostis tef a E. Pilosa (30-5) je schopen vytvofit semena pouze ve 25%
pripadl, obzvlast jsou-li jako samiCi organy pouzity pestiky divokych poddruh
E. Pilosa. Dle studie Hailu Tefera et al. (2003) byl zaznamenan uspéch
s mezidruhovym kfizenim E. Tef cv. Kaye Murri a Eragrostis pilosa (30-5),
s podminkou ze darcem pylu byl pravé E. Pilosa. Vice jak dvé sté rekombinativnich
inbrednich linii (RILs) odvozenych z rostlin F2 generace kfizence E.tef cv Kaye
Murri a E. Pilosa (30-5) za pouziti single seed descend metody bylo dosazeno
v Debre Zeit Agriculture Research Center (DZARC) v Etiopii. (Yifru T. & Tefera H.,
2005).

2.1.5 Biotechnologie

Biotechnologie se zamérfuji na zlepSovani vlastnosti plodin a to ve tfech
hlavnich oblastech: in vitro kultury, geneticka transformace a analyza pomoci
molekularnich markert (Aulinger, 2002). Objevovanim aplikace biochemickych a
molekularnich markert se dafi zjiStovat nepavodni €asti genomu, pomoci ¢ehoz
docilovat zdvojenych haploidnich rostllin. Ty zajiStuji homozygotnost genu a
fenotypovou uniformitu v jedné generaci (Jauhar, 2009).

Pomoci molekularnich markerd je mozné zmapovat genom, ¢&i jeho Casti.
Restriction fragment length polymorphism (RFLP), simple sequence repeats (SSR),
amplified fragment length polymorphism (AFLP), a random amplified polymorphic
DNAs (RAPDs) jsou dominantni merkerové systemy, za pomoci kterych bylo
docileno zmapovani ¢asti genomu pSenice a tefu (Ayele M. & Nguyen, 2000;
Francki & Appels, 2002; Assefa K. et al., 2004;Yaekob A., 2005; Yu et al., 2007,
Burger et al., 2008). Pomoci téchto nastroji se méfi geneticka diverzita,
determinuje  fylogeneticka  pfibuznost, zjiStuje pfitomnost nepuvodniho
chromozomu, ur€uje homolognost €i identifikuje kultivar.
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2.1.6 Explantatové kultury

Rostlinné tkarnové kultury se kultivuji v in vitro podminkach, mohou byt
kultivovany celé rostliny, €i pouze casti, semena, embrya, kvétni pupeny,
mikrospory, sporangia, ovaria, jednotlivé bunky, protoplasty apod. Technologie
tkanovych kultur ma potencial k regeneraci jakéhokoliv druhu rostliny
v laboratornich podminkach. Vyspélé metody in vitro kultur jsou potifeba k aplikaci
transgenniho materialu ke zlepSeni cerealni germoplasmy (Aulinger, 2002; Zhang
et al.,, 2004). In vitro gynogense a androgenese jsou dulezité technologie
pro produkci dihaploidnich rostlin jakéhokoliv genotypu (Liu et al., 2002; Raupp
& Manhattan, 2007).

Tkanové kultury jsou také schopny zachrany hybridnich emryi, které vykazuji
znaky Spatného vyvinu, coZz muze vést az ke smrti potencionalné Zivotaschopného
embrya. Toho se da docilit kultivaci embrya na syntetickém mediu (Baum et al.,
1992; Shivanna & Ram M., 2005; Sheibani et al., 2007). Také se pomoci
explantatovych kultur daji vytvofit haploidni jedinci. Napfiklad pSenice kfizena
s Hordeum bulbosum, Sorghum sp. apod. Centralni snahou v celosvétovém
méfitku je implementace novych charakteristik do elitnich kultivard (Baum et al.,
1992).

2.1.7 Cytogenetika
Meiosa u tefu a jeho hybridl je téZce vypozorovatelna kvuli pfitomnosti dvou

bunék v kazdém pestiku. Tef tvofi meiosu s dvaceti bivalenty (Tavassoli, 1986).
Prutokova cytometrie prokazala velikost genomu tefu, 760Mbp, coz je srovnatelné
s velikosti genomu diploidniho €iroku a o zhruba 60% vice neZli obsahuje genom
diploidni ryze. Tef ma také nejmensi chromozomy z Celedi Poaceae, jejich velikost
je v rozmezi 0,8 az 2,9 mikrometrd, coz obecné zté€zuje cytogeneticky vyzkum
tohoto druhu (Yu et al., 2007).

Milicka habeSska [Eragrostis tef (Zucc.) Trotter] je allotetraploidni rostlina
s po¢tem chromozomu 2n=4x=40.. VétSina chromozom tefu ma tvar metacentricky
Ci submetacentricky, nékolik jich je akrocentrickych a jeden €i dva pary jsou
satelitni. Dvacet bivaventu se standardné trvofi v pribéhu diakineze po metafazi-1
po oplozeni v samicich burikach. Chromozomalni mutace ¢&i aneuploidie se u tefu

bézné nevyskytuji. Molekularni cytogenitické techniky, jako jsou fluerescence Ci
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genomova in situ hybridizace by mély byt prospésné pfi analyze genomu tefu a
pribuznych druhu (Gugsa L. et al., 2001)

2.1.8 Agronomie, produkéni status a ekologie

Seti tefu vyzaduje jemnou vliaénou padu, mirné vlhkou, se spravnym aroma,
na omak pfijemnou konzistenci. Diky spravné pfipravené pudé lze vytvorit
bezpecné IUzko pro vyseti extrémné malych semen MiliCky habeSské. Tef se
vyséva ze dvou ddvodu, a to pro produkci zrna, pfipadné produkci biomasy
(Stallknecht et al., 1993).

Kliceni semen tefu obvykle trva 3-12 dni od doby vyseti. Tef kli¢i velmi
rychle, za pfedpokladu vyseti do hloubky 1,2 cm. V experimentech provedenych
Melakem Hailem Mengeshou (1965) vykli¢ilo 90% semen pfi teplotach od 15 do 35
stupna Celsia, bez vysledku pfi teplotach pod 10 stupnd Celsia. Dle studie
provedené Seufy Ketemou (1997) se kliceni objevuje pfi teplotach od deseti
do dvaceti sedmi stupnu Celsia.

Délici ¢ast mezi kvétenstvim a listy neni u tefu znatelna, kvétenstvi vyrista
pfimo z uzlabiny horniho listu bez tvorby elongace internodia. Kvéty se oteviraji
v rannich hodinach, mezi 6:45 a 7:45, jako odezva na teplotu a svit. Pfi tom je také
vypoustén pyl (Stallknecht et al., 1993). Dozravani semen je v kvétenstvi postupné,
nejdfive dozravaji vrchni €asti jak kvétenstvi, tak klasl, posléze smérem k bazalni
Casti rostliny zbytek. Zralost semen se zacina projevovat zhruba mésic po opyleni.
Celkovy cyklus od vyseti ke zlaté zralosti je odvisly od kultivaru a péstebnich
podminek, standardné to jsou 2-6 mésict (Evert et al.,, 2008). Dle poznatku
ziskanych z National yield trial konaného na riznych mistech Etiopie, tef roste
nejlépe v nadmorskych vyskach mezi 1800 a 2100 metry, s ro€nim uhrnem srazek
v rozpéti 750 az 850 mm/m2, se sezonnim uhrnem v rozmezi mezi 450 a 550
mm/m2 (Ketema S., 1997).

2.1.9 Ekonomie
Tef je nejvice preferovanou obilninou méstskych konzumentl, stejné jako

producentu, ktefi drzi jeji cenu na nejvyssi cenové hladiné v porovnani s ostatnimi
obilninami v Etiopii. Divodem této preference je zvyk ve vyrobé tradi¢niho pokrmu
injera, pro svou jemnost, dlouhou trvanlivost, rezistenci vici kolisani a vzrastani
vzdusné vihkosti pfi skladovani, nizkym poskladovacim problémim s pesticidy a

nemocemi apod. (Ketema S., 1997).



Hlavnim zpusobem zpracovani je rozemleti a nasledna tvorba tradi¢niho
etiopského chleba, injery. Injera je hlavnim zdrojem vyZivy v Etiopii a pfedstavuje
zhruba dvé tfetiny vesSkerych pfijatych Zivin mistnimi obyvateli (Ingram & Doyle,
2003). Injera se pfipravuje v ruznych velikostech, hlavnim obloZzenim byvaji rizné

omacky, zalozeny na mase €i lusténinach.

2.2 Psenice jako modelovy polyploidni organismus
Urodny Pdlmésic (dnesni jihovychodni Turecko) je jednim z center pdvodu

zemédélstvi a mist, kde diploidni pfedci pSenice zacCaly byti kultivovany. Dale se
pSenice Sifila spolu s rozSifovanim lidskych sidel a s osvojovanim zakladnich
zemédélskych dovednosti. Pravdépodobné pouze na afro-euroasijské desce
(Salamini et al., 2002; Waines & Hegde, 2003).

Tetraploidni pSenice (Triticum turgidum var. Durum) je plvodni etiopsky druh.
Vzhledem k bohaté variabilitt¢ genomu Triticum turgidum var. Durum v Etiopii je
Etiopie povazovana za centrum diverzity Triticum turgidum var. Durum (Smale
et al., 1996). Rod Triticum je v Etiopii zastoupen sedmi druhy — Triticum diccocum,
T. durum, T. turgidum, T. polonicum, T. aestivum, T. compactum a T. pyramidale
(Demissie A. & Habetemariam G., 1991; Tesfaye K., 2000).

Kultivace, opakované sklizeni a seti semen divokych trav vedlo skrze selekci
a mutaci chténych znakl (vétsSi zrna, tendence zlstat v klasu do doby sklizeni,
mensi tendence k poléhavani apod.). Vzhledem ke zvySené hmotnosti zrn
domestikovanych jedincu se vytratila schopnost rozSifovat se dale do krajiny, ¢imz
se omezila propagace zpét do pfirody (Waines & Hegde, 2003).

VSechny divoké i domestikované druhy pSenice mohou byt rozfazeny do tfi
skupin. Diploidni Triticum ssp. (AA, 2n=2x=14), tetraplodni Triticum turgidum
(AABB, 2n = 4x = 28) a hexaploidni Triticum aestivum (AABBDD, 2n = 6x = 42).
Zdroj genomu A je pravdépodobné z Triticum urartu, genom B je stale neznam,
genom D je Triticum tauschii (Smale et al., 1996; Salamini et al., 2002).

Dle Wainese a Ehdaie (2007) je genom B z diploidniho druhu rodu Aegilops.
Evoluce polyploidni pSenice byla vlastné domestikace Triticum dicoccoides. Divoké
T. dicoccoides je vysledek hybridizace dvou diploidnich trav, a to Triticum urartu

s druhy rodu Aegilops, napfiklad A. searsii €i speltoides



Tabulka €. 2: Vy$e plodie a genom béznych druht pSenice

Nazev VySe ploidie genom
Triticum monococcum ssp.diploidni AA
boeticum

Triticum monococcum ssp.diplodni AA
monococcum

Triticum urartu diplodni AA
Aegilops tauschii diplodnii DD
Triticum dicoccoides tetraploidni AABB
Triticum dicoccum tetraplodni AABB
Triticum durum tetraplodni AABB
Triticum timopheevi ssp.tetraplodni AAGG
araticum

Triticum spelta hexaplodni AABBDD
Triticum aestivum hexaplodni AABBDD

Zdroj: Ethiopian and Eritrea flora book (1995), Salamini et al. (2002).

Cilené snahy o selektovani byly a jsou zaméfeny na produkci novych variet
s vy88i vynosnosti a zvySenou odolnosti proti Skddcum, hlisticim, houbovym,
bakterialnim ¢&i virovym chorobam. Zaroven by v8ak mély prokazovat dostatec¢nou
miru tolerance vic&i abiotickym stresovym faktorl jako jsou toxicita tézkych kovd,
sucho, odolnost vici chladu a mnozstvi kvalitnich zrn, které umozni kvalitni vystup
finalniho produktu (Tesemma T. & Mohammed J., 1982; Jauhar, 2006; Hulshof
etal., 2007). Jako dalsi hybridizani programy na selektovani pS$enice jsou
napfiklad snaha o udrZeni zrn v klasu, zvySeni poctu zrn v klasu, produkce
poléhavani odolnych variet €i zvySeni obsahu lepku, zvySeni efektivity odbéru
jednotlivych zivin, specialné fosforu a dusiku, introdukce polotrpasliich variet se
stejnou vytéznosti jako u pIné vzrostlych (Tesemma T. & Mohammed J., 1982;
Belay G. & Tesemma T., 1990; Raupp & Manhattan, 2007).

Konvencni hybridizaCni programy jsou schopny prevést chtény znak
do zavedené odrudy béhem deseti let a déle (Jauhar, 2006). Selekce zaloZena
na morfologii, kfizeni s dalSimi domestikovanymi druhy jsou primarnimi
konvenénimi zplsoby hybridizace pSenice.

Rod Triticum se déli na tfi stupné ploidie, zakladni pocet chromozom je x=7.
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Diploidni pSenice ma 14 chromozomu (2n = 2x = 14), tetraplodni ma 28
chromozomu (2n = 4x = 28) a hexaploidni druhy obsahuji ¢asti genomu tfi pfedkd,
oznacuji se A,B a D (2n = 6x = 42). ( Fernandes et al., 2000; Waines & Ehdaie,
2007).

Dle studie Getachew Belay et al. (1994) nebyla aneuplodie naméfena
u Etiopskych genotypl Triticum turgidum. Autofi demonstruji, Ze tetraploidni
etiopské genotypy maji par satelitnich, osm medialni a ¢tyfi submedialni
chromosomy. Triticum aestivum ma submedialni chromosomy (Raupp & Manhattan,
2007). Genom T. aestivum obsahuje 21 homoeolognich chromozomud. Jsou
klasifikovany do sedmi homoeolognich skupin. Kazda skupina obsahuje jeden par
chromozom( z genomu jak A tak B i D (Sears, 1954). Jauhar et al. (2009) dokazaly
blizSi spojitost mezi genomem A a D nezli mezi ostatnimi navzajem.

Faze meiosy je extrémné ovlivnitelna nizkymi teplotami pod ctyfi stupné
Celsia, ¢i k teplotdm vysokym, a to nad 25 stuprit Celsia (Smale et al., 1996).
Meiotické parovani chromosomu u T. Aestivum je fizeno genetickymi systémy, které
zajistuji zrychleni €i redukci parovani. Parovani homoeolognich chromosomu je
principialné branéno aktivitou jediného lokusu (ph) nalézaného na dlouhém rameni
chromosomu 5B (Riley, 1972).

Celkovy genom p3enice obsahuje 16 000 miliont bazi, zhruba 80 procent se
objevuje opakované, bez kodovanych DNA sekvenci. DokaZe tolerovat vétSinové
chromosomalni upravy a delece. VétSina neopakujicich se sekvenci genomu
pSenice cgita zhruba jeden tisic nukleotidd volné lozenych mezi opakujici se
sekvence. Je to bezpochyby jeden z nejvétSich a nejkomplexnéjSich genomi mezi

vSemi plodinami (Francki & Appels, 2002).

2.3 Polyploidizace a metody

Proces allopolyplodizace sehral dllezitou roli pfi evoluci pSenice, ovsa Ci
tefu. Tyto dulezité obilniny se vyvinuly z kombinace dvou a vice pfedku, které
harmonicky splynuly v prabéhu tisicu let, a to pfi¢inénim jak lidskym, tak pfirodnim
(Mergoum, 2004).

Genom pSenice je jeden z nejkomplikovanéjsich z domestikovanych plodin.
Obsahuje vice jak 1600MBp DNA. Nékteré z druhu psSenice jsou diploidni, nékteré
jsou stabilnimi polyploidy. Zakladni pocet chromozomd je x = 7. Rod Triticum se déli
na tfi stupné ploidie (diploidni 2n = 2x = 14, tetraploidni 2n = 4x = 28 a haxaploidni
2n=6x=42 (Fernandes et al., 2000; Waines & Ehdaie, 2007).
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Eragrostis tef je pfirodné allotetraploid (2n = 4x = 40). Oktaploidni jedinci
(2n= 8x = 80) byli ziskani gynogenickou kulturou. V porovnani s pSenici ma
relativné maly genom, pouze 730MBp, zakladni poet chromozomu je x=10 (Gugsa
L. et al., 2001; Ingram & Doyle, 2003;Gugsa L. et al., 2006; Yu et al., 2007).

| pfesto ze konvenéni hybridizace zaznamenava uspéchy a stale tvofi nové
poptavkou. Biotechnologie, predevSim genetické inzenyrstvi posouva hranice
hybridizace, cilenym implementovanim genu se dociluji odridy s vlastnostmi
nedosazitelnymi konvencnimi metodami (Jauhar, 2006). Genetické inzenyrstvi se
pouziva pfedevsSim pro minimalizaci ekonomickych vydajl pfi velkoplodné kultivaci
ex situ. Primarné se snazi docilit rostlin s odolnosti va¢i hmyzu, popfipadé
insekticidim, herbicidim apod. Nejvyznamné;jSimi plodinami na tomto poli jsou ryze
(Oryza sativa L.), pSenice (Triticum aestivum L.), kukufice (Zea mays L.), je€men
(Hordeum vulgare L.) a bavina (Gossypium sp.) (Jauhar, 2006).

In vitro regenerace rostlin je jednim z pfedpokladl pro Uspésné zvladnuti
genetické manipulace, z ¢ehoz plyne potfeba efektivniho in vitro protokolu pro
rizné explantaty. Biotechnologie pomahaji vyzkumnikim v prolomeni bariér, které
limituji konvenc¢ni hybridizacni programy (Smale et al., 1996).

Haploidni jedinci mohou byt ziskani jak v in-vivo, tak v in-vitro podminkach,
za pouziti ¢asti samcCich ¢i sami€ich Casti rostlin. V in vivo podminkach se daji
haploidni jedinci ziskat pomoci semigamie, polyembronie, chromozomalni
eliminace, gynogenesi a androgenesi za extrémné nizké frekvence vzniku
haploidnich jedincu.

V in vitro podminkach se haploidni jedinci daji ziskat za pomoci mikrospor
(androgenese), semen &i semeniku (gynogenese) popfipadé pomoci pylu z jiného
druhu (Forster et al., 2007). Produkce haploidnich rostlin v in vitro podminkach je
nejrychlejSi a jedina snadna pouzivana metoda pro ziskavani homozygotnich linii.
In vitro kultura z neoplozenych semenikl a semen byla Uspé$né odvozena
od druhu, u kterych se androgenese provadi velmi Spatné &i viibec.

Mnoho problémU spojenych s androgenesi v in vitro podminkach (jako jsou
albinismus, sterilita, nezivotaschopnost apod.) se da zamezit kultivaci z
neoplozenych semen ¢&i semenikl. Pouzivaji se k indukci haploidnich bunék pro
vytvofeni samiCich gamet za ucelem tvorby haploidniho sporofytu (Shivanna &
Ram M, 2005;

Satyaranayana, 2007; Jauhar et al., 2009).
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Kultivary pSenice vytvofené ze zdvojenych haploidl (dihaploidd) jiz byly
vypustény pro péstovani v komeréni sféfe v Kanad&, Cing&, Evropé a Brazilii
(Jauhar et al., 2009). V Etiopii byly ziskani dihaploidni jedinci tefu a jejich komercni
kultivace je ve fazi zkoumani HARC (Bogale T. G., 2010).

V in vitro podminkach je mnohem vyS8Si pravdépodobnost vzniku
spontannich mutaci, nezli v podminkach in vivo. To se vyuzivd za pomoci
mutagennich agens pro nasledné ziskani spontannich mutantd. Krom cileného
implementovani urcitého genu (PCR, RFLP..) je metoda polyploidie nejjednodussi
metodou ziskani dihaplodnich/polyplodnich jedincl. Za pomoci antimitotickych
agens se ziskavaji odrudy s vlastnostmi Spatné dosazitelnymi konvenénimi
hybridizaénimi programy.

Oryzalin je kancerogenni mutagenni latka se sumarnim vzorcem
C12H18N406S. Pouzival se Siroce jako herbicidni latka ze skupiny dinitroaniling.
Plsobeni aktivni latky v herbicidu trvalo 2-8 mésicu primarné na jednodélozné
rostliny z Celedi Poaceae. Je to sekundarni metabolit druht rodu Oryza. P¥i vys$Sich
koncentracich naruSuje depolymerizace mikrotubull, ¢imz anisotropicky blokuje
rast rostliny. LD 50 se pohybuje kolem 5000 mg/kg. Krom oryzalinu se jako
antimoticky agens hojné pouziva colchicin. Alkaloid v pfirodé se v toxickych
koncentracich vyskytujici napfiklad u Colchicium autumnale €i u jinych druhl rody
Colchcium, jen ne v jiz tak vysokych koncentracich. Je produkovan jako sekundarni
metabolit. Otrava kolchicinem ma podobné pfiznaky jako otrava arsenem. Sumarni

vzorec colchicinu je C22H25N0O6. V mediciné je pouzivan jako IéCivo pro kozy.
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3  Cil prace

Hlavnim cilem této studie je =ziskat oktaploidni rosltiny (2n=8x=80)
z tetraplodnich rostlin (2n=4x=40) Milicky habesské (Eragrostis tef, Zucc, Trotter)
pomoci indukované polyploidizace v in vitro podminkach s pouzitim oryzalinu jako
antimitotického Cinidla. Polyploidni rostliny v zavislosti na velikosti genomu a
puvodni urovni ploidie mivaji vy$8i hmotnost tisice semen, vétSi objem biomasy,
coz vede ke zvySeni odbéru Zivin a moznosti zvySeni produkce na hektar. Krasnym
pfikladem je hexaploidni Triticum aestivum. V in vitro podminkach je
nékolikanasobné zvySena pravdépodobnost vzniku spontannich mutaci, neZli
v in vivo podminkach, ¢ehoz se vyuziva i pfi této studii. Antimitoticky agent oryzalin
ovliviiuje déleni v prubéhu mitozy, v disledku ¢ehoz dojde ke zdvojeni sady
puvodnich chromozomu a nasledné zvySeni plodie. Toho bychom radi dosahli
u tefu, pomoci riznych koncentraci oryzalinu pusobicich po riznou dobu na vétsi

mnozstvi Cerstvé nakliCenych rostlin v in vitro podminkach.

Hypotézy pro cil prace

— polyploidni rostliny mivaji vy$Si vynos na zakladé velikosti genomu a
pavodni urovné ploidie

— Vv in vitro podminkach je nékolikanasobné vyssi pravdépodobnost vzniku
polyploidnich rostlin nezli v in vivo podminkach

— antimitoticky agent oryzalin pfi pouziti spravné koncentrace po spravnou
dobu muaze zvysit uroven ploidie rostliny bez nasledku v podobé sterility

— vzhledem k udrovni ploidie Eragrostis tef 2n=4x=40 je moznost vzniku

robustnéjsi polyploidni rostliny
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4 Material a metodika

Rostlinny material byl ziskan ze sbirek Ceské zemé&délské univerzity, Fakulty
tropického a subtropického zemédélstvi. Tfi odridy tefu (DZ-CR-44, DZ-01-2675,
DZ-01-974) byly vysety nejprve v malém mnozZzstvi v in vitro podminkach za ucelem
zjisténi  klicivosti semen. KiIiCivost byla témér stoprocentni. Po zjisténi
bezproblémového rustu jak na plném Murashige and Skoog mediu, tak na poloviéni
koncentraci  rustového media Murashige and Skoog se zapocalo
S experimentovanim s antimitotickym agens oryzalinem. Oryzalin je sekundarni
metabolit produkovany rostlinami Oryza ssp.. Rostliny byly nakliceny na polovicni
koncentraci Murashige and Skoog media, kliceni probihalo 48 hodin. DalSich
24 hodin trval rust rostlin do velikosti zhruba jeden centimetr, kdy se zapocalo se
samotnym pokusem. Rostliny byly pfepasazovany zhruba po sto kusech
do jednotlivych Erlenmayerovych banék, kde byly zality rGznymi koncentracemi
oryzalinu.

Koncentrace nad 5 mikromol po dobu vice jak 48 hodin byla ve vSech
pfipadech 100% fatalni. Pfi kratSi dobé vlivu zalitim roztoku oryzalinu se neprojevily
znamky polyploidie, pouze vétSi Cast rostlin odumfrela. Idealni koncentrace se
ukazala jako 3,3 mikromol po dobu trvani 24 hodin. V tabulce €.3 jsou patrné

vysledky.
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Tabulka €. 3: Vysledky mortality rostlin tefu pod rliznymi koncentracemi oryzalinu

Koncentrace oryzalinu, Pocet rostlin na danou Mortalita
doba trvani koncentraci

240 ymol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
240 ymol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
160 umol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
160 pmol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
80 umol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
80 uymol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
40 pmol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
40 pmol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
20 pymol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
20 pymol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
10 pmol, 24 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
10 pmol, 12 hodin 500 kusu=0,5 HTS=0,15g 100,00%
5 ymol, 72 hodin 1000 kust=HTS=0,3 g 100,00%
5 pymol, 48 hodin 1000 kust=HTS=0,3 g 100,00%
5 ymol, 24 hodin 1000 kust=HTS=0,3 g 99,97%
3,3 pymol 24 hodin 1000 kusu=HTS=0,3 g 99,96%

U prezivSich rostlin byla provedena cytometricka méfeni. Ctyfi rostliny se
ukazaly jako oktaploidni, tfi jako mixoploidni, zbytek beze zmény. Rostliny byly
po analyze na flow-cytometru pfevedeny z in vitro podminek do podminek in vivo.
Rostliny v in vitro podminkach byly kultivovany pod svételnou periodou 16/8,
s osvétlenim 300 lux. Pfevod byl proved také pod umélym osvétlenim, intenzita
5000 lux. 100% vzdus$na vilhkost byla v pribéhu sedmi dnu postupné snizovana
na konecnych 50% relativni vzdusné vlhkosti.

Kultivace polyploidnich rostlin probihala v nadmofské vySce 439 m.n.m..
Rostliny byly jednotlivé zasazeny do kvétinacd o objemu 8l, jako substrat byl pouzit

odlezely kompost. Kultivace probihala v pribéhu vegetaéni sezony v nevytapéném
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skleniku. Hnojivo nebylo pouZito, rostliny byly zalévany dle intervalu vyschnuti

substratu. Na prelomu zafi a fijna vzhledem k poklesu teplot byly rostliny prevezeny

do Botanické zahrady hlavniho mésta Prahy, kde v temperovaném skleniku mohlo

zrno bez problému postupné dozrat. Zrno bylo sklizeno v prabéhu fijna az ledna.

Mixoploidni rostliny byly od pocatku pfevedeni do in vivo podminek deformovaneé,

zrno nevytvorily. Po dozrani semen byla provedena vazeni HTS, ktera jsou patrna

vtabulce 4 a 5 nize. Oktaploidni rostliny byly robustnéjSi, s vétSim mnozstvi

biomasy, vySSim mnozstvim zrn na klas Ci pravé hts. Vysledky vazeni jsou

zaznamenane v tabulce 4 a 5.

Tabulka €. 4: Mnozstvi biomasy, HTS puvodnich rostlin

Odruda

HTS

Hmotnost biomasy rostliny

DZ-CR-44

0,302 g

19,79

Tabulka €.5: Mnozstvi biomasy, HTS u ziskanych polyploidnich rostlin

Cislo rostliny HTS Procentuelni Hmotnost Procentuelni
diference HTS biomasy diference
od predlohy hmotnosti
biomasy
1 0,642 g 212,58% 20,8 ¢ 105,07%
2 0,382 g 126,49% 34,29 173,60%
3 0,461 g 152,65% 29,8 ¢ 151,27%
4 0,498 g 164,90% 42,09 213,19%

Po sklizeni semen byl proveden vysev nékolika desitek jedincl za ucelem

kontroly kli€ivosti v nasledujici generaci. Kli€ivost se ukazala jako 100%.
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24 hodin nakli¢ena semena

Cerstvé pfevedena rostlina do in vivo podminek
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Rostliny zalité roztokem oryzalinu
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Oktaplodni rostliny
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Detailni fotografie klasu, Rostlina ¢.2
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5 Zaveér

Antimitoticky agens oryzalin splnil prfedpoklad hypotézy o vzniku
polyploidnich rostlin. Z 5100 rostlin tfi rGznych odrid (DZ-CR-44, DZ-01-2675, DZ-
01-974) se podafilo do faze zralého semene dopéstovat 4 rostliny odridy DZ-CR-
44 coz odpovida 0,00078% poctu puvodnich rostlin. Rostliny mély jak vyssi HTS,
tak hmostnost biomasy. HTS oktaploidnich rostlin odpovidala 126,49 az 212,58%
allotetraploidni pfedlohy. MnozZstvi biomasy na jednu rostliny bylo navySeno
v rozmezi 5,07 az 113,19%. KliCovost semen oktaploidnich rostlin se ukazala jako
100%. Ziskana semena, posléze rostliny z polyploidnich rostlin bude zapotfebi dale

zkoumat a hodnotit.
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Prilohy:

SlozZeni kultivacniho media Murashige and Skoog na jeden litr(1962)

NHsNO3 16,59
KNO3; 19 g
A CacCl, 3,39 100 mi
MgSO4 . 7TH20 3,79
KH2PO4 1,7 g
HsBO3 620 mg
B MnSO;, . 4H,0 (H20) 2,239 (1,69 9) 10 ml
ZnS0O, . 4H,0 (7H,0) 560 mg (1,06 g)
Kl 83 mg
C 10 ml
Na;MoQO, . 4H,0 25 mg
5 CuSOq, . 5H,0 2,5 mg
CoClI2 . 6H,0 2,5 mg
10 ml
c Na,EDTA 3,72 mg
FeSO, . 7H,O 2,78 g
kyselina nikotinova 50 mg
ridoxin (B6 50 m
v py (B6) g 10 mi
thiamin (B1) 10 mg
glycin (aminokyselina) 200 mg

Pfima navazka do média:
Myoinositol 100 mg
Sacharéza 30 g
Agar 8 g

27




