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Souhrn
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na svété. PSenice poskytuje zakladni potravu pro 30 % obyvatel Zemé a ptiblizné 20 % kalorii
konzumovanymi lidmi. Jednim z hlavnich divodl Uspé$nosti pSenice je jeji prizpisobivost
K rozmanitosti  pifirodnich podminek. Prizpisobeni pSenice je zejména zasluhou
allohexaploidniho genomu, ktery se vyvijel postupnymi hybridizacemi tii blizce ptibuznych

genomi. Vysledkem toho je komplexni hexaploidni genom pSenice seté o velikosti cca 17 Gb

[ 24

Srostouci lidskou populaci a zménou stravovacich navykl se zvySuje poptavka
po potravinach, a tim se neustale zvysuji pozadavky na produkci pSenice. Vynos psenice je
ohrozovan omezenymi osevnymi plochami a také biotickymi a abiotickymi stresy jako jsou
nemoci napft. rzi a padli travni nebo vyrazné klimatick¢é zmény. Z téchto diivodi je nutné
podpofit urychleni vyvoje novych odriid pSenice, které budou mit stabilné¢ vysoky vynos
a budou odolné k témto stresim. Stabilni vynos pSenice je velice dilezity pro potravinovou

bezpecnost svéta.

Vynos je ovlivnén celou fadou faktori zejména na genetické rovni, ale vyznamné
| ptirodnimi podminkami. Jednim z kandidatnich gend ovliviiujici vynos je pSeni¢ny homolog
ryzového genu SRS1. Tento gen, kromé tvaru semen, pravdépodobné také ovlivituje vétveni
klasu a tim i poCet semen na klas. PoCet semen na klas je jednim z hlavnich vynosovych
prvkll vynosu. V této praci byla studovana diverzita tohoto genu v rdmci vybranych odrad
pSenice s vétvenym klasem a hledana asociace tohoto znaku S mutacemi V pSeni¢ném
homologu genu SRS1. Analyza sekvenci tohoto genu z 25 TRI linii s vétvenym klasem a DNA
z tfidénych homeolognich subgenomi A, B, D kultivaru Chinese spring identifikovala
136 polymorfismi mezi homeolognimi subgenomy s12 SNP mutacemi. Fylogeneticka

analyza téchto sekvenci ukazala, jak koreluji tyto SNP s fenotypem vétveni.



Summary

Bread wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important agricultural crops in
the world. Wheat provides basic food for 30% of the Earth's population and about 20% of
calories consumed by people. One of the main reasons for the success of wheat is its
adaptability to the diversity of natural conditions. The adaptation of wheat is mainly due to
the allohexaploid genome, which was developed by sequential hybridizations of three closely
related genomes. The result is a complex hexaploid genome of approximately 17 gb (2n = 6x

=42, AABBDD), which is one of the largest and most complex genomes in cereals.

With the increasing human population and changing eating habits, food demand is on
the rise, and there is also a growing demand for wheat production. The yield of wheat is
threatened by limited crop fields and also by biotic and abiotic stresses, such as diseases e.g.
rust and powdery mildew of cereals and grasses, or severe climate change. For these reasons,
it is necessary to support the acceleration of the development of new wheat varieties that will
have a steadily high yield and will be resistant to these stresses. A stable yield of wheat is very

important for the world’s food security.

The yield is influenced by a number of factors, especially on the genetic level, but by
the natural conditions as well. One of the candidate genes influencing the yield is the wheat
homologue of the rice gene SRS1. This gene, in addition to the shape of the seeds, is also
likely to affect the branching of the spike and thus the number of seeds on the ears. The
number of seeds per spike is one of the main yield components. In this work, the diversity of
this gene was studied within the selected varieties of wheat with a branched spike and the
association of this sign with mutations in the wheat homolog of the SRS1 gene was sought.
Sequence analysis of this gene from 25 TRI lines with branched spike and DNA from the
sorted homeologous subgenomes A, B, D cultivars of the Chinese Spring cultivar identified
136 polymorphisms between homeologous subgenomes with 12 SNP mutations. Phylogenetic

analysis of these sequences showed how these SNPs correlate with the branching phenotype.
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1 UVOD

PSenice seta (Triticum aestivum L.) je vyznamnou obilovinou a celosvétové je
péstovana na vice nez 95 % ploch, na kterych se péstuji pSenice. PSenice ma velké vyuziti
V potravinafstvi, je dillezitym zdrojem bilkovin, sacharidi a mineralt. Diky své schopnosti
adaptace je jednou z nejrozsifenéjSich obilnin v Sirokém rozhrani klimatickych podminek
a také diky relativné vysoké vyzivové hodnoté, vynosu, Siroké skale podminek pro péstovani

a dlouhodobé trvanlivosti obilek.

Komplexni genom pSenice seté zaCal vznikat pied pul milionem rokd hybridizaci
planych druhti trav Triticum urartu (genom AA) a Aegilops speltoides (genom BB) v oblasti
urodného pulmésice. Vznikly hybrid Triticum turgidum mél celou genetickou informaci
z obou druhti. V obdobi neolitické revoluce pted 10 tisici lety doslo k dal§i hybridizaci
Triticum turgidum s Aegilops tauschii (genom DD) za vzniku ptvodni pSenice seté, ktera si
opét ponechala celou dédi¢nou informaci obou rodict (genom AABBDD). Takto velky genom
propujcuje pSenici jiz zmiflovanou plasticitu, ale Slechténi novych odrid pSenice s pozadavky

na odolnost vi¢i nemocem a extrémtm podnebi a stabiltitu vynosu zistava vyzvou.

Vynos pSeni¢ného zrna je nejvyznamngjsim agronomickym znakem. Vynos je
komplexni kvantitativni znak s nizkou heritabilitou, protoze je podminény velkym poctem
genlti malého uc¢inku a dale je vyrazné ovliviiovan ptirodnimi podminkami. Vynos zrna je
charakterizovan tfemi hlavnimi vynosovymi prvky, které vykazuji dobrou heritabilitu.
Vynosovymi prvky jsou pocet klasti na m?, pocet zrn na klas a velikosti zrna neboli vdha
tisice zrn. Gen SRS1 studovany v této praci s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje zejména
velikost a tvar zrna, ale mozna také fenotyp celkové rostliny (hlavné vétveni klasu) jak bylo
popsano u ryze. Proto byl homolog tohoto genu hledan studovan u standardni pSenice a také

u pSeni¢nych linii s odpovidajicimi aberacemi ve fenotypu.

V ramci této prace byl studovan homolog ryzového SRS1 genu na sekvenéni tirovni
u vybranych standardnich odriid pSenice a odrid pSenice s vétvenym klasem. Z vyslednych
sekvenci byly zjiStény polymorfni oblasti v ramci lokusu genu SRS1 a na jejich zakladé byl

sestaven fylogeneticky strom.



2 CILE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace bylo identifikovat homolog ryzového SRS1 genu
U pSenice. Dale studovat moznou diverzitu tohoto genu u raznych kultivari pSenice
se standardnim a zménénym fenotypem a piipadné prokdzat nebo vyvratit asociaci tohoto
genu s vétvenim klasu pSenice. Poslednim cilem bylo studovat evoluci jednotlivych alel

na zéklade¢ sekvencnich dat a fylogenetické analyzy.



3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1 PSenice seta a ostatni obiloviny

Psenice seta (Triticum aestivum L.) je jednou z nejvyznamnéjSich obilovin svéta
a pro 30 % obyvatel Zemé& je zdkladni potrravinou, ktera je bohata na bilkoviny, sacharidy
amineraly (Lobell a kol, 2011). PSenice setd poskytuje ptiblizné 20 % kalorii
konzumovanych lidmi (Feldman a kol.,, 2012). Jak roste svétova populace a méni se
stravovaci navyky, hlavné v rozvojovych krajinach, tak roste poptavka po potravinach a tudiz
1 po pSenici. Bohuzel osevni plochy nejsou neomezené, a proto je potieba Slechtit odolné;si
odrudy pSenice s vys$§im a stabilnim vynosem (Abe a kol., 2010; Feuillet a kol., 2007).
Psenice seta patti do ¢eledi Poaceae, ze které se celosvétove ziskava az 60 % potravin (Keller

a Feuillet, 2000).

vvvvvv

ktera zahrnuje vice nez 10 000 druht vcetné tribu Triticeae. Tento tribus zahrnuje také rody
Triticum, Secale a Hordeum. Reproduk¢éni mechanismus, anatomie rostliny a geneticka
variabilita umoziuje trdvam adaptaci na Siroké pfirodni podminky. Genomy jednotlivych trav
se od sebe velmi lisi v poftu chromozomu i v celkové velikosti (Keller a Feuillet, 2000).
Travy se také od sebe odliSuji ploidii. I pfes tyto vyznamné rozdily, bylo komparativnim
mapovanim zjisténo, Ze kolinearita genetickych markeri a genl je velmi konzervovana
mezi riznymi genomy trav (Devos, 2005). Kolinearity bylo vyuzito pro strategie pozi¢niho
klonovani u velkych genomu (Feuillet a Keller, 2002). Komparativni genomika umoziuje
analyzovat strukturu genomu u té€chto odliSnych druhli a porozumét evolu¢nimu vyvoji
genomu. Pokud je uspotfadani gent konzervované mezi druhy, tak mensi genom muze byt
pouzit jako referenéni pro velky genom. Ryze (Oryza sativa L.) byla ¢asto vyuzivana jako
model pro travy, stejné tak i huseni¢ek (Arabidopsis thaliana L.), avSak ten ma s travami

omezengjsi kolinearitu (Keller a Feuillet, 2000).

Jednim z klicovych faktort uspésnosti pSenice, jako svétové plodiny, je jeji adaptabilita
na Sirokou Skalu klimatickych podminek (Keller a Feuillet, 2000; Petersen a kol., 2006).

JenZe védci, Slechtitelé a péstitelé se museji stale vice potykat s rostoucimi pozadavky
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na produkci pSenice. K tomu péstitelé Celi vétSimu pouzivani hnojiv a dalSim ndkladim
spojenych s péstovanim, extrémim pocasi, konkurenci mezi potravinami a meziro¢né

nestabilnimu vynosu (IWGSC, 2014).

K urychleni vyvoje novych odrid pSenice ptispivaji zdkladni informace o genomech
obilovin (ryze, kukufice, ¢irok) vedouci k porozuméni zemédé€lsky vyznamnym vlastnostem
na molekularni urovni. Mezi néZ patii vynos a tolerance K abiotickému i biotickému stresu
(Eversole a kol., 2014; Petersen a kol., 2006). Zlep$eni vynosu pSenice ma velky vyznam

pro zajisténi odpovidajici produkce obili (Hedden, 2003).

3.1.1 Evoluce pSenice

PSenice setd a pfibuzné druhy se vyvinuly postupnym kiizenim v oblasti Blizkého
vychodu (Obr. 1) znamé také jako ,,Urodn}'/ pulmésic (Izrael, Jordansko, Turecko, Syrie,
fran, Irak a Egypt). PSeni¢né druhy sdileji stejnou zakladni sadu sedmi chromozomii, vét§inou
jako diploidi (Feuillet a kol., 2007). Psenice setd ma velky o 17 Gbp a komplexni genom
(2n=6x = 42, AABBDD), ktery vznikl na zakladé dvou hybridizaci. Tato velikost
a komplexita allohexaploidniho genomu umozZiuje pSenici pfizpisobeni k Sirokému rozsahu

ptirodnich podminek (Cox, 1997).

Obr. 1: Domestikace obilovin na tizemi ,,Urodného piilmésice* (tmavé zelena)

(Pfevzato z Feuillet a kol. 2007.)
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Odhaduje se, ze k hybridizaci doslo nékdy pfed ptl milionem let a druh4 nasledovala
v dobé pred asi deseti tisici lety (Feldman a kol, 1995). V prvni hybridizaci se kiizili dva
diploidni druhy za vzniku tetraploida, ktery si ponechal veskerou dédi¢nou informaci obou
rodi¢d. Prvni plany diploidni druh Triticum urartu (2n = 2x = 14) je donorem genomu A
a druhy diploidni druh je dosud neznamy druh tuzce piibuzny s Aegilops speltoides
(2n =14, SS) ze sekce Sitopsis, ktery poskytl genom B. Zkiizenim téchto dvou diploidi
vznikl tetraploidni druh Triticum turgidum (2n = 4x = 28, AABB), ptedek Triticum turgidum
sp. durum. Druha hybridizace probéhla jizn¢ od Kaspického mote, kde se zkiizil tetraploid
Triticum turgidum s diploidem Aegilops tauschii (2n = 2x = 14), jenz je donorem genomu D.
Cimz vznikl arodny hexaploid Triticum aestivum (2n = 6x = 42, AABBDD) s celymi sadami
chromozomui od vSech svych piedk (Schéma 1), (Dvoiak a kol., 1988; Dvorak a Zhang,
1990; Dvorak a kol., 1993; Feuillet a kol., 2007). Od svého vzniku se pSenice setd intenzivné
pestuje po celém svété a je péstovana na vice nez 95 % vSech ploch osetych pSenicemi

(IWGSC, 2014).

A genome lineage B genome lineage
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Schéma 1: Polyploidizace genomii pSenice
Znéazornéni piibuznych vztah mezi predky pSenice v ramci polyploidizace. Znazornény jsou jednotlivé linie
genomi A, B, D a jejich splynuti do vysledného hexaploidniho genomu. Kruhy pfedstavuji chromozomalni sady

a k nim odpovidajici zbarveni kruhu. (Pfevzato a upraveno z IWGSC, 2014.)
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Ptibuznost mezi jednotlivymi subgenomy a diploidnimi druhy pSenice byla dobie
popséana. AvSak doba divergence mezi tiemi subgenomy stale jesté chybi. To je pfevazné
z davodu nedostatku fosilniho materialu z tribu Triticeae (Marcussen a kol., 2014) a tim je
nemozna diverzifikace v ¢ase (Escobar a kol., 2011). Avsak nejvétsi piekazkou je nedostatek
sekvenci v ramci slozité hexaploidni pSenice seté a jejich piibuznych diploidt (Lobell a kol,
2011).

Fosilni data a fylogenetické studie naznaCuji, Ze se dvé linie trav oddélily
od spole¢ného piedka pred 50 az 70 mil. lety (Salse a kol., 2008). Z prvni linie vznikla
podceled’ Panicoideae (kukufice, ¢irok). Druhd linie dala vzniknout podceledi Ehrhartoidea
(ryze) a Pooideae (Triticeae a Brachypodieae), které se vyvijely spolecné (Massa a kol., 2011;
Wicker a kol., 2009). Rada studii potvrzuje, Ze genomy obilovin byly rizné celogenomové
duplikovany. Spole¢na duplikace v ryzi a pSenici naznacuje, ze tato duplikace predchazela
jejich divergenci ze spole¢ného predka pred 50 az 70 mil. lety (Salse a kol., 2008). Rozd¢leni
Pooideae a Ehrhartoidea je odhadované na 40 az 54 mil. let. Triticeae (pSenice, jeCmen, Zito)
a Brachypodieae (valecka) se od sebe rozdélily nejspiSe pred 32 az 39 mil. lety. PSenice
a je¢men se oddélily pred 11,6 mil. lety a od té doby bylo dale diverzifikovano n¢kolik dalSich
poddruht (Wicker a kol., 2009; Massa a kol., 2011).

3.1.2 Domestikace pSenice

Vzestup moderniho zemédélstvi a domestikace pienice za¢aly na tizemi ,,Urodného
pulmésice* ptiblizné pied 10 000 lety. Jedna se o neolitickou revoluci, ktera byla rozhodujici
pro moderni historii lidstva (Heun a kol., 1997). Rané postupy v zemédélstvi vyuzivaly
planych diploidnich druhd pSenice jako Aegilops a Triticum. Jak se zemédélstvi vyvinulo,
plané plodiny byly postupné nahrazovany domestikovanymi diploidnimi a polyploidnim
variantami psenice (Obr. 2), (Salamini a kol., 2002). V soucasné dob¢& Triticum aestivum

dominuje v celosvétové produkei psenice (Marcussen a kol., 2014).
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T. urartu Ae. spelfoides Ae. tauschii T. monococcum  T. turgidum ssp. T. turgidum spp. T. aestivum
dicoccoides durum
(AYAY) (S8S) (DD) (AmAm) (AABB) (AABB) (AABBDD)

Obr. 2: Morfologie klasti planych a domestikovanych druhii pSenic
(Ptevzato z Feuillet a kol. 2007.)

V poslednich né¢kolika tisici letech lidé wvyuzivali Siroké adaptability Poaceae
k domestikaci a Slechténi malé podmnoziny trav. Toto Gsili vedlo k péstovani dulezitych
kulturnich plodin v¢etné pSenice, ryZe, kukufice a ¢iroku (Keller a Feuillet, 2000). Od poc¢atku
zemé&délstvi byly obiloviny hlavnim zdrojem kalorii pro lidstvo. Pro relativné vysoky vynos,
vyzivovou hodnotu, snadné péstovani, prepravu a skladovani byla celd fada riznych obilovin
domestikovana puvodnimi farmafi na Stfednim vychodé¢, odkud zapocalo Sifeni po celém

svéte (Feuillet a kol., 2007; Zohary a Hopf, 2000).

Tribus Triticeae zahrnuje asi 500 taxont v 37 rodech a dohromady pfispiva k vice nez
tieting svétové produkce potravin. Do tohoto tribu patii diploidni je¢men a zito, tetraploidni
pSenice tvrda (Triticum durum) nebo Triticum turgidum, hexaploidni pSenice, S$palda
a tritikale. Za poslednich sto let byly druhy Triticeae diky svému zemédélskému vyznamu
intenzivné Slechtény. Bohuzel s timto intenzivnim $lechténim dochazi k snizovani diverzity

genofondu (Feuillet a kol., 2007).

Dalsimi dilezitymi druhy pSenice jsou Triticum turgidum a Triticum monococcum. Obé
ptispély k vyvoji k celé fady piibuznych a dalSich poddruhii pSenice, které¢ byly péstovany
po celém svéte tisice let. Tetraploidni Triticum turgidum byla rovnéz pted vice nez 10 000 lety
domestikovana a stala se znamou jako dvouzrnka. Je vice poddajnou pSenici a obecné
ptizplisobivou k §irsi skale ptirodnich podminek prostfedi nez jeji ptivodni druhy. Ze vSech
poddruht je dnes nejvyznamnéjsi Triticum turgidum ssp. durum (pSenice tvrda), ktery se

hojné péstuje pro vyrobu téstovin. Naproti tomu diploidni jednozrnka Triticum monococcum
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je vsoucasnosti zemédélsky malo vyznamna a péstuje se pouze jako krmivo pro zvifata
Vv horskych oblastech Turecka, Italie a Spanélska. Byla pravdépodobn& prvnim druhem
pSenice, ktery byl Siroce kultivovan pied vice nez 10 000 lety v jihovychodnim Turecku. Dnes
je jednozrnka diky své nizsi ploidii vyuzivana jako geneticky model pro analyzu s hexaploidni
pSenici. Jednozrnka byla vySlechténa z planého druhu Triticum boeoticum (Heun a kol., 1997;
Luo a kol., 2007).

3.1.3 Genom pSenice

Psenice setd je allohexaploid s 21 pary chromozomd, které jsou rozdéleny do tfech
homeolognich sad o sedmi chromozomech podle ptivodniho subgenomu A, B a D (Gale a kol.
1985; Gale a Devos, 1998). Celkem psSeni¢ny genom dosahuje velikosti kolem 17 Gbp.
Homeologni sady chromozomi jsou popsany jako 1A az 7A, 1B az 7B a 1D az 7D. Kazda
ze tfi sad chromozomil nese velmi podobnou sadti gent (Choulet a kol., 2010) a navic vétSinu
genomu, vice nez 80 %, tvofi repetitivni elementy (Moore a kol., 1995), coz znesnadiuje
ziskani referencni sekvence genomu (Wicker a kol., 2011). Krom¢ negenové DNA obsahuje
pSenice zhruba 120 tisic genti. Nejvétsi chromozom psenice 3B o velikosti témét 1 Gb je vice
nez sedmkrat vEétsi nez cela sekvence modelové rostliny Arabidopsis thaliana (IWGSC,
2014).

Podle fylogenetického vyvoje se odhaduje, ze puvodni A (Triticum) a B (Aegilops)
genomy se rozesly od spole¢ného predka pred vice nez sedmi miliony lety. Genom D vznikl
homoploidni hybridizaci mezi pfedky A a B genomu, vice nez pted péti miliony lety. Z toho
vyplyva, ze chromozomy homeolognich genomi A a B jsou vice podobné genomu D, nez
sob¢ navzajem (Marcussen a kol., 2014). Také byl zaznamenan vyssi pocet genti v subgenomu
B Vvporovnani se subgenomy A a D. V jednotlivych chromozomech se podil gena
mezi homeolognimi genomy méni (Wicker a kol. 2011; IWGSC, 2014). Tato pozorovani
ukazuji na rozdily v subgenomech jesté pted polyploidizaci pSenice. Také je tim naznaceno,
ze slozeni genomu zachovava kopie genii v kazdém z genomi A, B a D samostatné,
v disledku nezavislého parovani béhem meidzy (Griffiths a kol., 2006). Spravné parovani

a segregace chromozomii béhem meidzy jsou zasadni pro genovou stabilitu a funkéni

wevr
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nez U béznych diploidd. U polyploidni pSenice zodpovidaji pairing homoeologous (Ph) geny
(zejména Phl lokus) za spravné homeologni parovani a rekombinaci. Takto se polyploid
chova geneticky jako diploid a je zabranéno parovani mezi subgenomy. U mutantt s deleci v
Phl dochazi ke sparovani chromozomu mezi subgenomy, a tim muze dojit k rekombinaci
I mezi malo piibuznymi druhy (Feuillet a kol. 2007; Martinez-Perez a kol., 2001). Na kazdém
chromozomu jsou geny duplikovany, moznou pfi¢inou je nerovnomeérny crossing-over
nebo chybovost pii replikaci a také k duplikacim pfispiva polyploidizace i tandemové
repetitivni sekvence. Genova duplikace je proto vyznamné¢ vyssi u pSenice, nez u jinych trav

(IWGSC, 2014).

Genom D psenice seté je pavodem z druhu Aegilops tauschii, ktery zanesl
do pSeni¢ného genomu geny pfizpusobivéjsi na kontinentalni klima Asie, a tak rozsifil
celosvétové vyuziti pSenice seté. Vyznam genomu D je také v kodovani proteind, které
zpusobuji mékkost zrna v endospermu, a tim je zlepSena ptiprava chleba. Také obsahuje
bilkoviny, které vychytavaji CO, béhem kvaseni, coz je vyhodné pii kynuti chleba (Feuillet
a kol., 2007; Chantret a kol., 2005). Podobnost genomu také naznacuje korespondujici delece
na chromozomu 6DS u Aegilops tauschii a stejné tak u pSenice seté, u které se pravdépodobné

objevila po druhé hybridiza¢ni udalosti (Pfeifer a kol., 2014).

Srovnavanim subgenomu pSenice seté s nejbliz§imi piibuznymi druhy se prokazaly
urcité ztraty gend, ale i syntenie, Cetné duplikace genut, a to jako dusledek polyploidizace
(IWGSC, 2014). Genom soucasné hexaploidni pSenice je vysledkem nékolika hybridnich
speciaci (homoploidni a polyploidni) a genom vypada jako vicetroviiova fylogeneticka
mozaika (Marcussen a kol., 2014). Pro analyzu celého komplexniho genomu a ziskéni
informaci o jednotlivych 21 chromozomech, byly chromozomy roztfidény pritokovou
cytometrii a klonovany pomoci BACa (Osoegawa a kol., 1998, Safaf a kol., 2004; Dolezel
a kol. 2007).

Odrtida pSenice Chinese Spring byla pro své rozsahlé uplatnéni pti studiu v rdmci
genomiky vybrana k sekvenovani (Brenchley a kol. 2012). U obilovin s vysoce repetitivnim
genomem byly nakombinovany rtizné sekvenacni technologie a pfipraveny DNA knihovny
o0 riznych velikostech (Choulet a kol., 2014). Pro rozlusténi slozitého genomu vypracovalo
IWGSC strategii fyzického mapovani a sekvenovani jednotlivych chromozomil i ramen

chromozomt (IWGSC, 2014). Nicméné je stile méalo znamo o poloze gend na kazdém
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z chromozom1 a stejné tak o evoluci genomu hexaploidni pSenice béhem jeji polyploidizace

(Wicker a kol. 2011; IWGSC, 2014).

3.1.4 Vyznamné geny

Anatomie rostliny, véetné jeji vysky, po¢tu odnozi, hustoty klasii a ptizplisobeni
na prirodni podminky patii mezi vyznamné vlastnosti, které ovlivituji vysi vysledného vynosu
pSenice. Zelend revoluce v 60. letech 20. stoleti poznamenala pSenici i ryzi objevenim
a vyuzitim gent semi-dwarf (sd), které piinesly meziro¢ni narGst vynosu v celosvétové
produkci (Gale a kol., 1985; Hedden, 2003). U psenice je znamo vice nez 20 geni
redukujicich vySku (Chen a kol., 2015). Rostliny menSiho vzriistu reaguji abnormalné
na ristovy hormon GA (kyselina giberelova). Geny REDUCED HEIGHT 1 (Rht-B1 a Rht-D1)
zvySuji Urodnost pSenice, protoze zkraceny a silny stonek usnadnuje ptivod asimilati
k reproduk¢ni ¢asti rostliny. Dale rostlina s krat$im stonkem nepoléha a neni tolik nachylna
vici destim a vétrim. Krat$i a zaroven silngj$i stonek unese vétsi klasy s t€Z§imi zrny
za vysledného vyssiho vynosu (Peng a kol., 1999; Fischer, 2011). Hlavni geny zapojené
do vysky rostliny jsou rozliSeny podle reakce na ristovy hormon GA (Gale a kol., 1985).
Optimalizovand stavba a vyska rostliny s hustotou klask jsou dulezité pro vyssi vynos

pSenice (Hedden, 2003; Zhang a kol., 2006).

Vynos obili do zna¢né miry zavisi na stavbé kvétenstvi (Malcomber a kol., 2006).
Kvétenstvi pSenice je tvofeno piisedlymi klasky piimo na hlavni ose, coz vytvafi
nerozvétveny klas. Klasky na klasu jsou uspofddany ve dvou protilehlych fadach na ose.
Jednotlivé klasky obsahuji jeden nebo nékolik kvitki, produkujici jedno zrno. U tetraploidni
Triticum turgidum convar. compositum (Miracle-Wheat) i u je¢mene bylo zaznamenano
vétveni klasi, kdy jsou boéni klasky jako malé sekundarni klasy. Rozvétveny klas je zfejmé
zpusoben piirozenou mutaci (Poursarebani a kol., 2015; Sharman, 1944). Vétveni klasu bylo
pozorovano u diploidni a tetraploidni pSenice diky mutacim v bh lokusu, u je¢mene v com2
lokusu a u ryze na lokusu monstrosum ear 1 (mol), (Amagai a kol., 2014; Devries a Sybenga,
1984; Klindworth a kol., 1997). V disledku tohoto vétveni vytvaii pSenice podstatné vice zrn
na klas, coz vede k vy$§imu vynosu. Prvni izolovany gen compositum 2 (com2), zodpovédny

za vétveni klasu byl u je¢mene (Poursarebani a kol., 2015). Gen COM2 je ortologni s lokusem

17



branched head (bh), regulujici vétveni klasu u tetraploidni pSenice Triticum turgidum convar.
compositum. Podobny fenotyp se také projevuje u hexaploidni pSenice a Zita, stejné¢ jako
u sbirky mutanti jeCmene, kde byly nalezeny tii nezavislé lokusy. Recesivni gen bh
odpovédny za rozvétveni klasu v tetraploidni pSenici byl mapovan na kratkém rameni
chromozomu 2A. Predpokladand alela bh byla identifikovana na kratkém rameni
chromozomu 2D u pSenice seté. Molekularni podstata vétveni klasu neni u Triticeae zatim
znama (Klindworth a kol., 1997; Dobrovolskaya a kol., 2009; Shitsukawa a kol., 2009).
Rozdil v sekvenci bh lokusu ve sbirce mutantti a u divoké tetraploidni pSenice je v jediné
mutaci vedouci k substituci aminokyseliny serinu (S) za arginin (G), (Poursarebani a kol.,
2015). Lokusy ovliviujici vétvené kvétenstvi v Triticeae jsou umistény na syntennich
pozicich chromozomii a pravdépodobné je vétveni klasu u Triticeae kontrolovano hlavné
ortolognimi geny. Bo¢ni vétveni je odlisné od fenotypu nadpocetnych klaskii supernumerary
spikelets (SS), (Pennell a Halloran 1983).

Nadpocetné klasky SS jsou vzacné, klas pSenice seté je za normalnich okolnosti
nerozvétveny s hlavni osou, nesouci bocni a piimo pfisedlé jednotlivé klasky. U tetraploidnich
a hexaploidnich druht pSenice je vyvoj nadpocetnych klaskt recesivné dédénym znakem a je
ovlivnén fadou faktort z vngjSiho prostfedi. V tetraploidni pSenici je znak nadpocetnych
klasku dédén kvantitativné, podminén neznamym pocétem genti malého t¢inku. V hexaploidni
pSenici by mél byt fizen dvéma nebo tiemi lokusy (Dobrovolskaya a kol., 2009; Klindworth
a kol., 1990; Peng a kol., 1998; Pennell a Halloran 1983). Jednim z typti nadpocetnych klaska
SS je podminén genem multi-rowed spike (MRS), ktery je zodpovédny za velké mnozstvi
rozvétvenych klaski a byl zamapovan na chromozomu 2DS pSenice seté (Dobrovolskaya a
kol., 2009; Tanno a Takeda 2004). Lokusy mrs a bh jsou ortologni mezi druhy tribu Triticeae.
Nadpocetné klasky jsou fenotypove rozmanité (Obr. 3), dalSimi typy jsou horizontalni klasky
(HS), rozvétvené klasky (RS) nebo rozvétvené klasy (Dobrovolskaya a kol., 2015).
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Obr. 3: Fenotyp nadpocetnych klaskii SS u pSenice seté

A — Znazornéni klasu a klasku u kontrolni pSenice seté. B — Znazornéni fenotypu nadpocetnych klaska u typt
s vicefadym klasem MRS, horizontalnimi klasky HS, rozvétvenymi klasky RS v porovnani s kontrolni pSenici.
C — Znazornéni klasu a klasku u MRS typu nadpocetnych klaskd. Vysvétlivky: im — meristém kvétenstvi, sm —
meristém klasku, f — kvitek, lo — okvéti, gl — pleva, | — plucha, st — ty¢inka, pi — pestik, pa — pluska. (Pfevzato
z Dobrovolskaya a kol., 2015).

Geny bh a com2 jsou ortologni kpodobnym genim v ryzi FRIZZY
PANICLE/BRANCHED FLORETLESS 1 (FZP/BFL1). FZP geny jsou zodpovédné
za nadpocetné klasky s cilem vylepsit vynos zvySenim poctu zrn (Komatsu K. a kol., 2003).
Homologni WFZP geny byly identifikovany u pSenice na chromozomech 2AS (WFZP-A),
2BS (WFZP-B) a 2DS (WFZP-D). WFZP jsou klicové pii vyvoji klasku. Mutace u tii
homolognich gent pSenice (WFZP) zptsobuji fenotyp nadpocetnych klaskii s kombinaci

posunu ¢teciho ramce (frameshift), (Dobrovolskaya a kol., 2015).

Dal$imi vyznamnymi geny v pfizpisobeni Triticum aestivum na rozmanitost
ptirodnich podminek jsou naptiklad geny ovliviwujici citlivost na jarovizaci (vernalizace)
a délku dne. Geny Vrn kontroluji jarovizaci a hlavnimi jsou Vrnl a Vrn2 geny (Dubcovsky
a kol., 1998). Rozdé€luji pSenici setou do dvou odrid na ozim a jafinu. U ozimé pSenice je
dominantni Vrn2 gen. Ozima pSenice vyzaduje obdobi nizkych teplot, neZ mohou vykvést.
Tento mechanismus zabranuje vyvoji kvétnitho meristému béhem zimy. U jafiny je
nejucinngj§im genem pro redukci jarovizace v hexaploidni psSenici Vrn-Al (pivodné Vrnl),
(Yan a kol., 2003). Tento gen byl mapovan na dlouhém rameni chromozomu 5A. Vrn-Al je

ortologni s genem Vrn-A"1, ktery byl mapovan u diploidni pSenice Triticum monococum
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pomoci RFLP markerti na dlouhém rameni chromozomu 5A™L. Také je gen Vrn-A™1
ortologni s Vrn-D1 (ptvodné Vrn3), umisténym v oblasti chromozomu 5DL a sVrn-Bl
(ptvodné Vrn4 a Vrn2), ktery je umistény na chromozomu 5B (Dubcovsky a kol., 1998).
Geny Ppd kontroluji citlivost rostliny na délku dne a hlavnimi geny jsou Ppd-D1, Ppd-B1l
a Ppd-Al. Tyto geny, které reguluji dobu kveteni, byly zamapovany na chromozomech 2BS
a 2DS (Jantasuriyarat a kol., 2004; Worland a kol., 1998).

3.1.5 Vynos

vvvvvv

nejveétsim Slechtitelskym zajmem po celd staleti. Vytézek je komplexni kvantitativni znak,
fizeny vétSim poctem genli malého ucinku a také je vyznamné ovlivnén zivotnim prostiedim.
Vynos je slozen ze ti vynosovych prvki, kterymi jsou pocet klasi na m?, podet zrn na klas
a velikost zrna, neboli vaha tisice zrn TKW (thousand-kernel weight), (Schéma 2). Nékolik
genll zodpovida za jednotlivé slozky vynosu, nicméné jednotlivé komponenty vynosu jsou
méné citlivé k zivotnimu prostiedi a maji vyssi dédivost, nez celkovy vynos. Proto je dobré
pifi vyhodnocovani vynosu zrna kontrolovat spojitost mezi vynosem a jednotlivymi

vynosovymi prvky (Cuthbert a kol., 2008).

Grain yield

Schéma 2: Slozky vynosu zrna

Klasky/klas Rostliny/m?
g _Vih':ﬂkﬂmit""_a _ Klasy/rostlina
g Zrnalklas Klasy/m2
g Zrna/m? Vaha zrna
=}
f_:‘

Znazornéni jednotlivych sloZek podle ovlivnéni vynosu zrna. (Upraveno podle Sreenivasulu a Schnurbusch

2012).

Vysledny pocet zrn na rostlinu pii sklizni je urcen rodnymi klasy na rostlin¢, poctem
plodnych klaskl na klas a poctem zrn v kladsku. Kone¢ny vytézek zrna je souhrou poctu poctu
klasi na m% zrn narostlinu a prim&mé hmotnosti zrna (Sakamoto a Matsuoka 2008;

Sreenivasulu a Schnurbusch, 2012). Proto je cilem §lechténi posileni rastu obilnych zrn. I pies
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mnoho fyziologickych znalosti ohledné rlstu a vyvoje klasu, je stdle malo informaci
na molekuldrni urovni (Reynolds a kol., 2009). Druhy Triticeae maji vytvofenou sbirku
mutantl zasahujici klicové geny (zminény v této praci), které jsou zapojeny ve vyvoji urcujici
pocet zrn na klas. Tyto genetické drahy ovliviiujici ristové faze rostliny mizou byt upraveny

pro zvyseni vynosu (Ferrier a kol., 2011; Sreenivasulu a Schnurbusch, 2012).

Velikost zrna je dilezitou slozkou vynosu, u zrna je sledovéana délka, Sitka a tloustka.
Velikosti zrna odpovidd hmotnosti zrna, kterd je hlavni soucasti vynosu. Krom¢ vahy zrna
jsou dilezitymi vlastnostmi velikost pestiku pii kveteni, suSina zrna, pfijem a ztrata vody
Vv obili, morfologie zrna a kone¢na hmotnost v rozdilnych pozicich u klaskt. Tyto vlastnosti
byly mapovany v ndhodnych populacich nejen v populacich rekombinantni inbredni linii
(RIL) kiizenim pSenice seté a $paldy (Triticum spelta). Vlastnosti jako velikost pestiku, susina
zrna, hromadéni vody v obili a rozméry zrna se navzajem ovlivituji (Gegas a kol, 2010,

Messmer a kol., 1999; Xie a kol., 2015).

Endosperm samotného zrna pSenice seté se sklada ze tii hlavnich a specializovanych
bunécnych vrstev. Ve vnitini skrobové vrstvé se hromadi Skrob, skladuji proteiny a tvaruje se
velikost zrna. Aleuronova vrstva obklopuje Skrobovou vrstvu s vyjimkou ventralni strany, kde
se vyviji transportni buiiky. Aleuronové buiiky hromadi lipidy a hraji esencialni roli pii kliceni
zrna. Vrstva transportnich bunék aktivné transportuje cukr z fotosyntetizujicich pletiv
do endospermu a embrya. Endosperm ma ¢tyii stadia vyvoje, a to v podobé mnohojaderného
bunééného Utvaru, celularizace jader, diferenciacni faze a zrani. V endospermu je obsaZen
lepek, ktery je slozen ze dvou bilkovinnych podjednotek gliadinu a gluteninu a ¢ini 80 %
ze vSech obsazenych proteinti (Drea a kol., 2005; Esau, 1977; Evers, 1970; Pfeifer a kol.,
2014).

3.3 Vyznamné kvantitativni znaky

QTL (quantitative trait loci) jsou lokusy s geny pro kvantitativni znaky, které ptispivaji
k fenotypové variabilité. Kvantitativni znak je urcen rozptylem né€kolika lokust a prostfedim.

Fenotypovy projev je podminén spolupiisobenim vét§iho poctu gend, tzv. genti malého ucinku
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(polygeny), které se lisi stupném svého projevu. Vétsina dulezitych agronomickych vlastnosti
Vv obilovinach je dédéna kvantitativné a jejich detekce v genomu je obtizna (Borner a Kol.,

2002).

3.3.1 Mapovani QTL

Pro identifikaci QTL je potieba genetickd mapa s dostatecnou hustotou markert
a spolehlivy fenotyp. U hexaploidni pSenice byly mapovany RFLP a mikrosatelitni markery,
bylo mapovano asi 800 RFLP lokust a 600 mikrosatelitnich sekvenci (Marino a kol., 1996;
Roder a kol., 1998). U mapovaci populace o sadé¢ 114 rekombinantnich inbrednich linii (RIL),
péstované za riznych podminek byly studovany morfologické znaky (barva plevy a osiny,
voskovitost, vzptimenost listu, délka stonku), agronomické vlastnosti (doba vyvoje, kveteni
a zrani, vyska rostliny, délka klasu, pocet obilek na klasu, vaha zrna, obsah bilkovin v obilce,
teplotni odolnost) a odolnost proti chorobam (padli, rzi, fusarium). Celkové bylo detekovano
210 QTL s LOD skorem vysSim neZz 2 (minoritni lokusy), z nichZz 64 QTL dosidhlo LOD
skore vyssi jak 3 (majoritni lokusy). Detekované QTL byly porovndny S majoritnimi geny
nebo s jiz popsanymi QTL lokusy v pSenici nebo u ostatnich druht z tribu Triticeae (Borner
a kol., 2002).

QTL lokusy pro morfologické znaky pSenice jako barvu osiny a plevy byly zjiStény
v distalni oblasti chromozomt 1A, 1B, 1D, 1DS a na chromozomech 2DS a 7BL. QTL lokusy
pro vzptimenost listu byly objeveny na chromozomech 2AS a 2DL. Dva QTL lokusy
pro délku stonku byly identifikovany na stejné pozici chromozomu 6AS v blizkosti
centromery. QTL lokusy pro voskovitost byly zamapovany na chromozomech 1DL, 2DL
a4AL. QTL lokusy pro dobu vyvoje pSenice byly zjiStény na chromozomu 2DS, 5 DL
a v distalni oblasti chromozomu 7DS. QTL lokusy pro kveteni byly nalezeny na chromozomu
2 DS, 2BS, 3 AL, 5DS. QTL lokusy pro vysku rostliny byly detekovany na chromozomech
1AS, 2DS, 4AL a 6AS. Nejvetsi pocet lokusit byl objeven pro délku klasu, které byly
zamapovany na chromozomech 1B, 4AS, 4AL, SAL. QTL lokus pro teplotni odolnost byl
mapovan na chromozomu 6AS. QTL pro zrani obilky byly zjistény na chromozomech 5AL
a 5B. QTL lokusy pro pocet obilek na klasu byly uréeny na chromozomech 2DS a 4AL. QTL
lokusy pro vahu zrna byly zamapovany na chromozomech 3AS a SAL a 6BS. QTL lokusy
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ovlivitujici vahu obilek na klasu, ktera je ovlivnéna poctem a vahou zrn byly mapovany
na chromozomech 2DS, 4AL a 6BL. QTL lokusy pro obsah bilkovin v obilce byly objeveny
na kratkych ramenech chromozomit 7A a 2D. QTL lokusy pro odolnost vii¢i chorobam
a to na fusarium byly detekovany na dlouhém rameni chromozomu 6B a na chromozmou 5A,
proti plisnim na chromozomech 2DL, 7DS a na chromozmu 4B v blizkosti centromery,

proti rzi na chromozomech 2BS, 7AL a 7DS (Borner a kol., 2002).

Sedm QTL lokust v pSenici seté¢ pro regulaci nadpocetnych klaskii SS bylo
identifikovano na péti chromozomech 2D, 5B, 6A, 6B a 7B (Echeverry-Solarte a kol. 2014,
Poursarebani a kol., 2015). Pét QTL lokusii v pSenici bylo zjiSténo pro vynos zrna
na chromozomech 1A, 2D, 3B a 5A (Cuthbert a kol., 2008). Dalsi QTL pro vynos byly
nalezeny na chromozomech 2B, 3B, 4A, 4B, 5A, 5B, 7D. QTL pro vahu tisice zrn byly
zamapovany na chromozomech 1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2D, 3A, 3B, 3D, 4A, 4B, 5A, 5B, 6A,
6D, 7A, 7D. QTL pro obsah proteinu v obilce byly lokalizovany na chromozomech 1A, 2A,
3A, 3B, 4A, 4D, 5B, 6A, 7A, 7D (Groos a kol., 2003). Vlastnosti ovliviiyjici vahu zrna byly
zamapovany QTL lokusy na chromozomech 2A, 3B, 4A, 5A, 5DL a 7B. Vnitini procesy
pfi vyvoji zrna jsou fizeny prevazné pleiotropnim efektem nebo vazbou funkéné souvisejicich
gend. Vyplyva tak z analyzy ucinkd alel, kdy 1649 QTL lokust souvisi s 12 vlastnostmi
(Messmer a kol., 1999; Xie a kol., 2015).

3.2 Genom ryZe jako model pro pSenici

vvvvvv

se zaméfila na stanoveni chromozomadlnich oblasti, které zistaly konzervovany po dlouhé
evolu¢ni obdobi (Devos, 2005). V poslednich letech se studie zamétuji na kolinearitu v rdmci
DNA sekvence. Bylo tak odhaleno mnoho malych pfestaveb, které narusuji kolinearitu
Vv ortolognich chromozomalnich oblastech a nesouhlasi s jiZz zamapovanymi pozicemi.
Sekvenovani ESTU bylo provedeno pro u¢inngjsi komparativni mapovani mezi ryzi a pSenici
(Devos, 2005). V evolucnich studiich se srovnavaly mapované ESTy pSenice se sekvencemi
z BAC klont ryze za uziti algoritmu BLAST. Genom ryze se zda byt homolognim ke genomu
pSenice, avSak na zdklad¢ komparativni analyzy byly odhaleny c¢etné chromozomalni

piestavby (Sorrells a kol., 2003).
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Malé fragmenty sekvence z genomu ryze byly porovnavany s modelovou rostlinou
Arabidopsis thaliana a s né€kolika blize pfibuznymi obilovinami v¢etné kukufice, Ciroku,
jeCmene, pSenice a jinymi druhy ryze. Genom ryze je relativné konzervovany s genomy
jinych trav. Nicméné¢, srovnani s jinymi obilovinami ukazaly, Zze DNA mezi témito obilnymi
druhy je vysoce variabilni a rychle se vyviji. Naproti tomu sekvence DNA (zejména
exprimujici geny) proSly mnohem vice malymi piestavbami, nez bylo odhaleno
rekombinantnim mapovanim. Kromé tandemovych duplikaci a deleci byly zaznamenany
delece, inverze, translokace. Genomy jsou také ovlivnény transpozibilnimi elementy. Nékolik
tisic takovych malych pfestaveb v ramci genomu ryze komplikuje, ale nevylucuje jeho

pouziti, jako model pro vétsi genomy obilnin (Bennetzen a Ma, 2003).

Plana a kultivovand ryze maji vysoce konzervativni slozeni genomu. Plané ryZze ma
vyssi pocet chromozomii (2n = 2x = 30) v porovnani s kultivovanou ryzi (2n = 2x = 24),
v disledku casteéné nebo uplné duplikace chromozomi 1, 4 a 9. Genomy jilku (Lolium
perenne) akostfavy (Festuca pratensis) jsou podobné genomu Triticeae, S vyjimkou
chromozomu 4, ktery je kolinedrni s chromozomem 3 u ryZe. Markery ryze, umisténé
Vv distalni oblasti na dlouhém rameni chromozomu 3, se také nachdzeji na dlouhém rameni
chromozomu 5 (5L) v Triticeae. Coz dokazuje, Ze tato ¢ast byla translokovana mezi rameny

chromozom 4S a 5L, po rozdéleni Pooideae (Devos, 2005).

Studie dokazuji homologii mezi chromozomy pSenice (W1-7) a ryze (R1-12).
Chromozom ryZze R1 je homologni s chromozomem pSenice W3, dalS§i chromozomy jsou
homologni jako R2 s W6, R3 a R11 s W4, R4 a R7 sW2, R5 a R10 s W1, R6 a R8 s W7, R9
a R12 s W5. Jednotlivé chromozomy pSenice se zaroveil vétsinou shoduji také ve vSech svych
ttech genomech. Tyto homologni sekvence chromozomii ukazuji na vice nez 80% shodu

mezi ryzi a pSenici (Sorrells a kol., 2003).

3.2.1 Vyznam ryZe

Ryze stejné jako pSenice je jednou z nejvyznamnéjSich plodin na svéte, kterou se zivi
vice neZ polovina lidi na Zemi. Stavba laty a jeji morfologie, v€etné velikosti obilek urcuji

vynos obiloviny. Modifikaci rostlinné stavby se vytvaii nové odridy ke zlepSeni vynosu zrna
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(Wang a Li, 2008). Vynos ryze stejn¢ jako u dalSich obilovin zavisi na nékolika faktorech
vcetné velikosti zrna (vaze), poctu lat na rostlin€ a po¢tu zrn na laté (Song a Ashikari, 2008).

Rada gent, které reguluji velikost zrn, byla identifikovana v ryzi (Nagato a Yoshimura, 1998).

Vyvoj laty ryze je komplikovany proces, ktery byl rozdélen do deviti stupiii podle
viditelnych zmén béhem vyvoje. Pro hustotu a vzpiimenost laty ovlivitujici vynos byly
zamapovany QTL lokusy na chromozomu 9 (Yan a kol., 2007). Gen DENSE AND ERECT
PANICLE 1 (DEP1) kédujici PEBP (phosphatidylethalamin — vazajici protein) byl zamapovan
na chromozomu 7. Mutanovany gen dep2 (dense and erect panicle 2) se na rozdil od DEP1
projevuje fenotypem husté a vzpiimené laty. DEP2 koduje protein specificky pro rostliny
bez jakékoliv znamé funkéni domény, coz naznaCuje novy protein. DEP2 je vysoce
exprimovan v mladych pletivech a hojn¢ v mladych latach. Mutace v DEP2 postihuji hlavné
rychle prodluzovani stonkd, primarni a sekundarni vétveni, ale nezhorSuje pocatecni vyvoj
exponenciondlniho prodlouzeni laty. AvSak nebyla zaznamenana Zzadnd patrnd zména

v produkci zrna mezi mutantem dep2 a kontrolnim druhem (Li a kol., 2010).

Dalsi geny erect panicle (EP2 a EP3) ovliviiuji fenotyp laty, EP2 byl zamapovan
na chromozomu 4 a EP3 koduje F-box doménu proteinu (Piao a kol., 2009). N¢kolik gent se
podili na tvorbé a zahajeni kveteni, jako MONOCULM 1 (MOC1) dulezity pro vegetativni
a reproduk¢ni axildrni meristém vyvijejici se v pupeny a postranni vétve (Li a kol., 2003).
Transkrip¢ni regulator b-HLH koédovan LAX PANICLE (LAX) ovliviiuje pfeménu meristému
kvétenstvi (Komatsu K. a kol., 2003). Gen FRIZZY PANICLE (FZP) pozitivné reguluje
meristém v kvétenstvi a potlacuje axilarni meristém ryZovych klaski. FON1 gen je ortologni
ke genu CLV1 Arabidopsis, ktery kontroluje velikost kvétniho meristému a pocet kvétnich
organti. ABERANT PANICLE ORGANIZATION 1 (APO1) je gen, ktery se podili na tvorbé
kvétniho organu a na primarnim vétveni pii uspofadani listd na stonku (Komatsu M. a kol.,
2003; Suzaki a kol., 2004, lkeda a kol., 2007). CYTOKININ OXYDASE/DEHYDROGENASE
(0Os-CKX2) kodujici cytokinin oxidazu, ktera ovliviiuje pocet zrn mnozstvim cytokininu, coz

naznacuje dulezitou roli cytokininu ve vyvoji ryzové laty (Ashikari a kol., 2005).

Geny zodpovédné za maly (kratky) fenotyp zrna byly identifikovany pomoci pozi¢niho
klonovani. Mezi tyto geny patii D1 neboli RGA1 kodujici a podjednotku G proteinu a D11
koédujici cytochrom P450 zapojeny do biosyntézy brassinosteroidi (BR). Geny BRD1 a D2
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kédujici rozdilné typy cytochromu P450 jsou také zapojeny do syntézy BR a BRD2 koduje
enzym souvisejici s biosyntézou BR. Dalsi gen D61 (OsBR11) kéduje receptor BR a konecné
SRS3 kodujici protein kinesin 13. Takto bylo prokazano, ze ob¢ signalni drahy G proteinu
a BR hraji hlavni roli v regulaci velikosti zrna (Abe a kol, 2010; Ashikari a kol., 1999;
Fujisawa a kol., 1999; Hong a kol., Kitagawa a kol., 2010; 2005; Tanabe a kol., 2005;
Yamamuro a kol., 2000). Béhem vytvareni ryzového zrna gen D1 reguluje pocet bunék
a SRS3 reguluje délku bunck. Zatimco geny souvisejici s BR zfejmé ovliviiuji pocet 1 délku
bunék. Tudiz rozdilné typy funkcnich genti reguluji velikost zrna pomoci fizeni délky bunék,
poctu bun¢k, nebo obéma zplsoby (Izawa a kol., 2010; Nakamura a kol., 2006; Abe a kol,
2010). Tyto regulacni geny byly mutovany kvili vylepSeni vynosu zrna u ryze, jako
chimérické geny kodujici konstitutivni aktivni formu a podjednotky G proteinu. U mutanti d1
s defektem genu pro a podjednotku byla pozorovana délka a vaha zrna, které byly podstatné
zvySeny u transformanti. Podobné byly sledovany 1 jiné studie, chimérické geny ovliviiujici
biosyntézu BR byly exprimovany v ryzi a zrna byly t€z8i u transformati nez u divokych
druhti (Oki a kol., 2005; Wu a kol., 2008). Studie navrhly, Ze zvySeni signalni drdhy G
proteinu muze vést ke zvétSeni velikosti zrna. Také fizenim BR, pomoci souvisejicich geni

S biosyntézou BR, je mozné zvysit vynos zrna (Abe a kol., 2010).

3.4 SRS1 gen

Gen SMALL AND ROUND SEED 1 (SRS1) byl objeven v ryzi a je zodpovédny za maly
a kulaty fenotyp zrna (Schéma 3). SRS1 gen se skladd z 10 exond a byl zhruba mapovan
Vv pozici 81-94 ¢cM na chromozomu 7 pomoci mapovaci populace F2. Gen SRS1 koduje
neznamy protein sloZzeny z 1365 aminokyselin bez zndmé funkce. SRS1 gen je identicky
k diive uvedenému genu DENSE AND ERECT PANICLE 2 (DEP2). U kontrolni rostliny ryze
jsou hojné mRNA a proteiny kédované SRS1, zejména v mladych rostlinnych organech, jako
v mladych listech, internodiich a latach. SRS1 je spojovan s ovlivnénim velikosti zrna regulaci
velikosti pluchy a plusky Pletiva exprimujici SRS1 jsou uzce spjaty s tkanémi, které se
projevuji odchylkami u srsl mutanti (Abe a kol., 2010; McCouch a kol., 2002; Tanabe a kol.,
2007).
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Schéma 3: Gen SRS1 u ryZe v porovnani s predpokladanym genem SRS1 u pSenice
Znazornéni fyzické mapy lokusu genu SRS1. Struktura genu SRS1 u ryZe a pSenice — Cerné &tvereky znaci

exony genu a ¢ary mezi ¢tverecky jsou introny. (Upraveno podle Abe a kol., 2010).

vvvvvv

vyvodilo, Ze mutace zasahuje nejspis gen SRS1. Mutace genu SRS1 se projevily na celkovém
fenotypu ryze. Fenotypy mutantt srs1-1, srsl-2, srs1-3 byli porovnany s kontrolni ryzi ryze
Oryza sativa L. (japonica), (Obr. 4). Mutace riznymi zpusoby mély vliv na celkovy vzrust
rostliny, velikost a tvar obilek, délku internodii i obilek, vahu zrn, pocet obilek na latu, pocet
lat na rostlinu, vzptimenost lat a listt. Déle byl ovlivnén podélny priifez pluch, a to délkou

a po¢tem bun¢k (Abe a kol., 2010, Irimia a Roy 2008; Li a kol., 2010; Tanabe a kol., 2007).

WT srsl-1 srsi-2 srsl-3
mutanti

Obr. 4: Porovnani fenotypu mutanti srsl s kontrolnim druhem ryze Oryza sativa L.
(Pfevzato z Abe a kol., 2010).

27



SRSI je novou bilkovinou. Sekvence aminokyselin proteinu SRS1 vykazuje urcitou
podobnost s ortolognimi proteiny z Arabidopsis (At3g14172, Atlg72410). Proteiny jsou
identické z 27 % a podobné ze 72 %. Geny SRS1 jsou ortologni u ryze a husenicka. Funkéni
domény u proteinu SRS1 nelze nalézt. Zbytek 180 aminokyselin z N-konce SRS1 proteinu je
velice podobny s COP1-interagujicim proteinem 7 (CIP7) z Arabidopsis. Avsak toto misto
neni funkéni doménou v CIP7, proto je potieba jeste funkci SRS1 objasnit (Yamamoto a kol.,
1998; Abe a kol., 2010). Velikost proteinu SRS1 je odhadovana na 160 kDa podle separace
na SDS-PAGE. Polypeptid je prevazné mnachdzen v surové mikrosomalni frakei,
coz naznacuje, ze se jednd o membranovy protein (Li a kol, 2010; Abe a kol, 2010).
Hromadéni SRS1 transkriptl a proteind v ryzi béhem vyvoje rostliny bylo studovano real-
time RT-PCR a western blottingem. Prvni vysoka hladina SRS1 proteinti byla zaznamenana
Vv internodiich a latach, kdy je lata uz dobfe vidéna bez listovych oball a také pii kveteni.
Kdyz listy dosdhnou uplného vyvoje (stddium 4) je hladina proteinu SRS1 vyznamné vyssi,
nez U ptedchozich stadii listd. Protein SRS1 je vysoce exprimovan pii vyvoji rostlinnych
organi a exprese se zmenSuje, jak organy dosdhnou konecného vyvoje. Mnozstvi SRS1
proteinu je vyS$i pfi vyvoji lat, neZ pfi jejich Uplném rozvinuti a kone¢né délce. Celkové je
hladina SRS1 proteinu vyssi v latach, nez v ostatnich organech. Podle kvantitativni real-time
PCR témét koreluje hladina SRS1 transkriptl s témito celkovymi vysledky o mnozstvi SRS1
proteinu (Abe a kol., 2010).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Pro sekvenaci genu SRS1 bylo pouzito 25 TRI linii odrid pSenice (Tab. I). Pouzity
biologicky material pochazel z genové banky The Leibniz Institute of Plant Genetics and
Crop Plant Research (IPK) v Némecku. TRI odridy psSenice byly vybrany na zaklad¢ asociace
s rozvétvenym klasem. Pro kontrolu TRI linii pSenice byl zaroven pouzit kultivar Chinese

spring a Triticum monococcum (2AS, DV92/G3116).

Tab. I: TRI linie pSenice

TRI Nazev Ploidie
TRI 4270 | Triticum turgidum var. plinianum
TRI 4341 | Triticum turgidum var. columbinum
TRI 4446 | Triticum turgidum var. columbinum
TRI 4448 | Triticum turgidum var. compositum
TRI 4653 | Triticum turgidum var. compositum
TRI 4879 | Triticum turgidum var. compositum
TRI 5911 | Triticum turgidum var. plinianum
TRI 7099 | Triticum turgidum var. lenkoranicum
TRI 9548 | Triticum turgidum var. nachitschevanicum :E
TRI9652 | Triticum turgidum var. pseudocervinum %
TRI 19165 | Triticum turgidum var. mirabile %
TRI1900 | Triticum dicoccon var. tragi %
TRI901 | Triticum dicoccon var. novicum =
TRI 2405 | Triticum dicoccon var. pseudomazzucati
TRI12880 | Triticum dicoccon var. novicum
TRI 7011 | Triticum dicoccon var. melanurum
TRI 9346 | Triticum durum var. muticitalicum
TRI1 9640 | Triticum durum var. muticito-coerulessns
TRI 9644 | Triticum durum var. muticitalicum
TR19921 | Triticum durum var. mutico-valencia
TRI 19161 | Triticum durum var. muticito-beofii
TRI 4345 | Triticum turgidum var. plinianum ;g
TRI5238 | Triticum turgidum var. plinianum '% g
TRI 11334 | Triticum vavilovii var. manuru g =
TRI 11555 | Triticum vavilovii var. mapuru =
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4.1.1 Péstovani TRI linii pSenice

Ze vSech pSeni¢nych TRI linii se nechaly naklicit tfi seminka v Petriho misce na vodou
navlhéené bunicité vaté¢ po dobu 4-6 dnii dnti pii 4 °C. A dva dny pii 25 °C. Naklicena
semena byla zasazena do jiffy kvetinaca (raselinové kvétinacky) se zahradnickym substratem
1% Agrisorbem a hnojivem (Hydrokomplex, YARA Agri), kde rostly pti 25 °C. Rostliny
ve stadiu 2-3 listu byly jarovizovany po dobu 8 tydnu pfi teplotaich 0-10 °C a jednou tydné
byly rostliny pfihnojovany roztokem 1x Hoagland. Nasledné byly rostliny piesazeny na pole

v arealu UEB Olomouc.

4.2 Metodika

4.2.1 Navrhovani primeri

Pary primerd byly navrZeny pro pokryti celé délky genu SRS1 za pouziti programu
Primer 3. Vychozi nastaveni bylo upraveno na délku primeru o 18-25 nukleotidech a teplota
Tm odpovidala 58-62°C optimalné 60 °C. Délka amplikonu byla nastavena na 200-800 bp.
Primery byly navrzeny na zakladé sekvence pSeni¢né odridy Chinese Spring a nejsou

specifické pro jediné subgenomy.

4.2.2 Extrakce DNA

Vychozim materialem pro izolaci DNA byly listy. Ve stadiu tietiho listu byly odebrany
tf1 segmenty listu s délkou 3 cm. DNA byla extrahovana pouzitim kitu Invisorb® Spin Plant
Mini Kit (Stratec, Némecko) dle modifikovaného ndvodu vyrobce. Z kazdé pSeni¢né TRI linie
byly listy odebrany do 96jamkové desticky s 2ml jamkami. Listy v desticce byly suSeny
v termostatu BT 120M (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika) dva dny pii 37 °C.
Ususené listy v desticce byly homogenizovany dvéma sklenénymi kulickami (0,5 cm) pomoci

homogeniza¢niho oscilacniho mlynku MM301 (Retsch, Némecko) 4 min pii 27 Hz.
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K jednotlivym homogenizovanym vzorkiim bylo pfiddno 400 pl lyza¢niho pufru, obsahujici
zaklad lyza¢niho pufru (500 mmol/l chloridu sodného, 100 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/Il
EDTA, pH 7,2), s ptidavkem 0,5% hydrogensifi¢itanu sodného, 0,1% kyseliny askorbové, 1%
merkaptoethanolu, 0,03 mg/ml Rnazy A (Sigma-Aldrich, USA) a 0,3 mg/ml proteinazy K
(Roche Diagnostics, Svycarsko). Smés byla opatrné zamichdna a inkubovana 30 min
pii 65 °C ve vodni lazni GRANT SUB 6 (Grant Instruments, UK). Lyzat byl pfepipetovan
do Prefilter spin kolonky vlozené do 2ml jimaci mikrozkumavky a byla provedena
centrifugace v chlazené centrifuze Jouan GR 2022 (Thermo, USA) po dobu 1 min pii 11000
rpm. Zachyceny obsah na kolonce byl odstranén. Do mikrozkumavky bylo ptidano 200 pl
Binding Buffer A a filtrat byl dikladné zamichan. Suspenze byla piepipetovana do Spin Filter
spin kolonky vlozené do 2ml mikrozkumavky a inkubovana 1 min pii pokojové teplote.
Nésledovala centrifugace 11000 rpm pfi 2 min a filtrat byl odstranén. Spin Filter spin kolonka
byla vlozena do 2ml mikrozkumavky a byla promyta 550 ul Wash Buffer I za centrifugaci
1 min pii 11000 rpm. Pfefiltrovany obsah byl odstranén. Spin Filter spin kolonka byla opét
vlozena do 2ml mikrozkumavky a promyta 550 pl Wash Buffer II centrifugaci 1 min pfi
11000 rpm. Tento krok promyti byl opakovan jest¢ jednou. Nakonec byl odstranén filtrat
a Spin Filter spin kolonka v 2ml mikrozkumavce byla jest¢ centifugovana 4 min pti 11000
rpm. Spin Filter spin kolonka byla umisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky, na povrch
kolonky bylo ptidano 100 pl elu¢niho pufru TE (1 mmol/l Tris a 50 mmol/l EDTA, pH 8)
predehiatého na 65 °C. Inkubace probihala 3 min pii pokojové teploté a byla zakoncena

centrifugaci pfi 11000 rpm 1 min. Extrahovana DNA byla skladovana pti —20 °C.

Po extrakci byly vzorky DNA separovany na 1% agarézovém gelu pro ovéfeni kvality
DNA. Gel byl pfipraven smichanim 150 ml 0,5x TBE pufru (0,54 % Tris base, 0,275 %
kyseliny borit¢, 1 mmol/l EDTA, pH 8,0) a 1,5 g agardzy. Smés byla zahtata a nalita
do horizontalni elektroforetické vanicky Owl B2 (Thermo Scientific, USA) spolu
s hiebinkem. Po ztuhnuti gelu bylo do prvni jamky naneseno 5 pl velikostniho markeru Gene
Ruler™ 100bp, DNA Ladder Plus (Fermentas, Litva) v 6x Stop C (100mmol/l EDTA, 1%
SDS, 0,05% bromfenolova modf, 0,05% xylenecyanol, 42,5% glycerol) a do dalSich jamek
vzorky DNA po 2 ul spolu s 4 pl 6x Stop C. Separace DNA probihala 40 min pii 90 V.
Vysledny gel s DNA byl obarven v 0,05% roztoku s ethidium bromidu (Sigma-Aldrich)
po dobu 20 min. Separovana DNA byla vizualizovana pomoci UV transluminatoru Model
GVM20 s dokumenta¢nim zafizenim pro analyzu elektroforetickych geli ChemiGenius

Biolmaging System (Syngene, UK). Mnozstvi DNA v kazdém vzorku bylo méfeno
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na spektrofotometru Nicolet ANTARIS Il FT (Thermo, USA). Nez byla DNA pouzita k PCR
reakcim, byly rozdily v koncentraci DNA upraveny fedénim na jednotnou koncentraci

10 ng/ul pro vSechny vzorky.

4.2.3 Polymerazova retézova reakce

K amplifikaci jednotlivych fragmenti DNAV oblasti genu SRS1 byla pouzita
polymerazova fetézova reakce. Extrahovana DNA byla amplifikovana v lokusu genu SRS1
navrzenymi primery (Tab. II). Pro amplifikaci pozadovanych tseki DNA byly navrzeny
primery na zaklad¢ lokusu genu SRS1 u diploidniho druhu p$enice (Triticum monococcum),
aby pokryly celou délku genu. Polymerazova ftetézova reakce byla provedena ve 25 pl,
ktera obsahovala 1x PCR pufr (10mmol/l Tris-HCI, 50mmol/l chlorid draselny, 1,5mmol/l
chlorid hotec¢naty, 0,1% Triton X-100), 200 umol/l z kazdého nukleotidu dATP, dTTP, dGTP,
dCTP (Fermentas, Kanada), 0,01% o-cresolsulfonephthalein, 1,5% sacharosu, 1,5 U Taq

polymerdzy, 1 umol/l forward a reverse primeru a 20 ng DNA.

PCR reakce probihala v termocykléru C-1000 (Bio-Rad, Kanada) pouzitim ,,Touch
down* protokolu, kdy teplota pfisedani primer byla cyklicky snizovana. PCR reakce byla
zahdjena Smin denaturaci pii 95 °C. V reakci nasledovalo 5 cykld, jejiz soucasti byla
denaturace pii 95°C po dobu 30 s, ptisedani pii 63 °C po dobu 30 s a elongace pii 72 °C
po dobu 30 s. Dale 5 cyklt 95 °C po dobu 30 s, 60 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu 30 s.
DalSich 5 cykld 95°C po dobu 30 s, 58 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu 30 s. Reakce
pokracovala 25 cykly, které zahrnovaly 95 °C po dobu 30 s, 55 °C po dobu 30 s a 72 °C
po dobu 30 s. PCR reakce byla ukoncena inkubaci pii 72 °C o délce 10 min.

Tab. 11: SRS primery

Ozg;llgeni Sekvence primeru Podminky prisedani
F1500 GCCATCTGAGAGCTGCATAA 55°C, 30s
F42 GCGCTCAAAAAGTGAACTCC 55°C,30s
F1000 ATCTTTCATTGCCCTTGCTG 53°C,30s
F500 GCAAAATGGTCAGACCCGC 53°C,30s
F52 GCGCACGTTATCGGATTC 51°C,30s
F100 GCGCACGTTATCGGATTC 51°C,30s
F12 ACTACGCGCTCTTCCAGCTC 59 °C, 30s
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Oznaceni

Sekvence primeru

Podminky prisedani

F/IR
F31 ATGCCTCGCCCTTCCGTTGC 51°C,30s
F13 GGTGAAGCCGTTCGTGAC 53°C,30s
F14 GCTGGAGATGGCGAATACAT 55°C,30s
F32 AGGTGCTACCTCGGGTCCAGC 65 °C, 30s
F2 CAGCAGCTGCAGACATTACAA 57°C,30s
F15 CAATTGCCGCTCATTTACCT 55°C,30s
F33 TGTGACAACGCAATGTGCTGTGAGT 69 °C, 30s
F1 CAATTGATGTCCGTTTAAGTGC 57°C,30s
F16 CCAGCAGGCTGAGGTATGAT 57°C,30s
F34 TTGGGAAAAGTTTGCAGGAGAAGG 65 °C, 30s
F17 AGCGTCGTCCAGACATCAAT 55°C,30s
F18 GCCTTCTGTTGCGTCCAT 51°C,30s
F19 GCTTTCCCGAAACATTTTGA 51°C,30s
F3 GCACAGGTTGATGACACACC 57°C,30s
F20 GCAGAAGAGGGATGCAAAAC 55°C,30s
F21 CTTCCAGGAGTGCTGATTCC 57°C,30s
F35 TCCAAGGGAGGCATCCAGTACCA 67 °C, 30s
F4 GTCCATCACCGTGGAACTCT 57°C,30s
F22 TGGCAATAGGATCCTCTGATG 57°C,30s
F55 TGAGTTACTTTATCCTTGCTGACA 52°C,30s
F5 AGTTTTGTGCATGGGAATGA 51°C,30s
F23 CGCAGCTCCATTCCAAAC 51°C,30s
F24 AAGCACCAGAGCTGGATTGT 55°C,30s
F41 TCCTCTGCTGACATGCAAAC 55°C,30s
F25 CCTGAATCAGAAAGGGGTGA 55°C, 30s
R52 GGTAAACGCCGGGGAGAC 55°C,30s
R11 ATCCACCAGATCCGACCTC 55°C,30s
R50 TCAGCCAGCCACCCTCAGCC 53°C,30s
R12 CTCGTGGTGTCCTGCAGTG 57°C,30s
R31 TGCTCGGGTCGGTGGTCTGT 51°C,30s
R13 TAGGAAGATTTACGCGGCA 51°C,30s
R14 CTGCTTGTCAGCTGAAGCCT 57°C,30s
R32 GCATGTGGACGATAACGCCCGT 65 °C, 30s
gR60 GCACAAGACGTGACAAGGTC 57°C,30s
R2 CTTCATTTCACGGACC 45°C, 30s
R15 ATTTTGCGGACCACTTTGGT 53°C, 30s
R33 TGAGATGCTGGATGGTGGAAGTTGT 69 °C, 30s
R16 CATCAATCCTCAGGCATCC 53°C,30s
R1 TCACTGGAACAACCTTAGCA 53°C,30s
R17 TCTGGAGGCCAGTTCAAAAG 55°C, 30s
R34 AAAGGATGGTGACAAGCCCAAGGA 57°C,30s
R18 GGTTCATCTGGTAGGGACGA 57°C,30s
R19 AGGATTGGAAGCTGCAGAAA 55°C,30s
R20 TCACCCAAAAGGTTTTTCCC 55°C, 30s
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Ozg?éeni Sekvence primeru Podminky prisedani
R3 AATCAAGGGGATCACAGTCG 55°C, 30
R21 GTCCATCACCGTGGAACTCT 57°C,30s
R35 GAGAACGAGGTTTTGACTGAACAAGGT 73°C,30s
R22 TGAATTTGCAGAACAATCGCT 53°C,30s
R5 TGAATTTGCAGAACAATCGCT 53°C,30s
R4 GACTGAGGGAGGACCAACTG 59°C, 30
R55 TCTAATTGAGCAGCTTAACATAAGAAC 54°C,30s
R23 TTTTGTGATATGCTTGTATCTCCC 51°C,30s
R24 AATCAATGCCCTTTGTCCAG 53°C,30s
R41 TGTGACTGGAGCGTTGTAGG 57°C,30s

4.2.4 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

Produkty PCR byly separovany pomoci nedenaturujici polyakrylamidové
elektroforézy na 4% gelu. Gel byl pfipraven v 150 ml a obsahoval 4 % smési akrylamidu
s N,N’"-methylenbisakrylamidem v poméru 19:1 (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA), 0,5x
TBE, 0,73 % TEMEDU (N, N, N*, N‘-tetramethylethylendiamin, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA) a 0,067 % APS (peroxodisiran amonny, Fluka BioChemika, USA). Po smichani
chemikalii byl roztok nalit do Imm mezery mezi dvéma skly a spole¢né s hiebinkem se
nechal cca 45 min tuhnout pfi pokojové teploté. Po ztuhnuti byl gel vlozen do vertikalni
elektroforetické aparatury Dual Mega gel Kit C-DASG-400-50 (C. B. S. Scientific, USA).
Horni a spodni vanicky aparatury byly naplnény 0,5x TBE pufrem a do anodové vanicky bylo
pridano jesté ethidium bromid do koncentrace 0,005 %. Pro nasyceni gelu ethidium bromidem

byl gel ponechén cca 1 hod pti 300 V.

Poté bylo do prvni jamky naneseno 5 pl velikostniho markeru Gene Ruler™ 100bp,
DNA Ladder Plus (Fermentas, Kanada) v 6x Stop C a pak do dalsich jamek po 5 ul PCR
produkti. Déleni PCR produktl bylo provadéno pii 350 V cca 1 hod a nasledné byla
provedena vizualizace pomoci UV transluminatoru s dokumentacnim zafizenim pro analyzu
elektroforetickych geli ChemiGenius Biolmaging System (Syngene, UK). Editace
vyslednych obrazkd byla provadéna v programech (Adobe Photoshop, Adobe Systems
a CoreDRAW, Corel Corporation).
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4.2.5 DNA sekvenovani Sangerovou metodou

Amplikony separované na gelu o jednom fragmentu a odpovidajici ocekavané délce
byly vybrany k sekvenovani. Pfed samotnou sekvenaci bylo provedeno enzymatické
precisténi PCR produktii. Reakéni smés pro piecisténi byla pfipravena smichanim 1 U
exonukleasy | (Fermentas, Kanada) a 0,5 U alkalické fosfatasy FastAP™ (Fermentas,
Kanada). K roztoku enzymut byl pfidain PCR produkt o objemu 2-5 ul podle mnozstvi
separovan¢ho fragmentu a celkovy objem reakce byl doplnén 1x PCR pufrem na objem 7 pl.
Smé byla inkubovédna v termocykléru pii 37 °C po dobu 30 min, po které nasledovala

denaturace 5 min pfti 95 °C.

Reakéni smés pro sekvenac byla pfipravena podle komercniho kitu BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies™, USA). Reakéni smés
obsahovala 1,5 ul 5x sekvenaéniho pufru, 0,125 pl BigDye®, 0,875 ul BDX64, 1 pl primeru
o koncentraci 10 umol/l a 2,5 pl proc¢isténé DNA. Roztok sekvencni smési byl doplnén vodou
na 10 pl. Sekvenace byla provedena v termocykléru a reakce zacala denaturaci pii 95 °C
0 délce 5 min, dale bylo zopakovano 60 cykli zahrnujici denaturaci pii 96 °C po dobu 10 s,
prisedani primert pii 50 °C o délce 5 s a polymeraci komplementarniho fetézce trvajici 4 min

pii 60 °C.

Pot¢ byl produkt sekvenovani pfe€istén pomoci magnetickych kuli¢ek, kitem
Agencourt” CleanSeq® (Beckman Coulter, USA) a robotické stanice Biomek® NX©
(Beckman Coulter, USA). Nakonec byla provedena separace pomoci kapilarni elektroforézy
s detekci fluorescenéné znacenych inkorporovanych dideoxynukleotidi na automatickém

genetickém analyzatoru ABI 3730x1 (Apllied Biosystems, USA).

4.2.6 Fylogeneticka analyza a pouZité programy

Vysledkem z genetického analyzatoru byla sekvence DNA ve formatu ABIL
Pro podrobnéjsi nahled a kontrolu chromatogramu sekvence byl pouzit program Chromas
(Technelysium Pty Ltd, Australie). Sekvence DNA byly analyzovany v programu Geneious.
Po konverzi do formatu FASTA byly analyzovany v programu MEGA?7 jednotlivé sekvence
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DNA pro kazdou z odrid pSenice samostatné. Také program MEGA7 byl pouzit
pro porovnani vyslednych konsensualnich sekvenci mezi sebou tzv. multiple alignment
a pro detekovani polymorfismi. Sekvence TRI linii pSenice byly porovnavany spolecné
se subgenomy A, B, D kultivaru Chinese spring. Koneénym vysledkem pomoci programu

MEGA7 byl fylogeneticky strom ziskan algoritmem neighbor-joining.
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5 VYSLEDKY

5.1 Extrakce DNA, PCR a sekvenovani lokusu genu SRS1

DNA pro sekvenovani lokusu genu SRS1 byla extrahovana z21 tetraploidnich
a 4 hexaploidnich TRI linii odrid psSenice (Tab. I). Vytézek extrakce DNA z jednotlivych
odrid byl ziskan v priméru 116 ng/ul v rozahu 52—161 ng/ul na vzorek.

Pro PCR amplifikaci lokusu SRS1 genu bylo navrzeno 61 primeru (Tab. II). Testovano
bylo 99 kombinaci primerd, z téchto amplifikovalo jednokopiové fragmenty 34 kombinaci
primeru u tetraploidnich linii a 35 kombinaci primert u hexaploidnich linii (Tab. 1I1). Celkem

44 paru primert amplifikovalo pouze jeden fragment SRS1 genu (Tab 111, Obr. 5).

Tab. I1I: Kombinace specifickych primeri

Oblast genu Specifické pro tetraploidni a hexaploidni linie

Exon 1 F52/R11, F52/R31, F52/R14

Exon 2 F52/R31, F52/R14, F13/R13

Exon 3 E52/R14, F13/R13, F14/R14

Exon 4 E52/R14, F14/R14, E32/R32

Exon 5 F52/R14, F14/R14, E32/R32, F2/R32, E2/qR60, F2/R2

Exon 6 F2/gR60, F15/gR60, F2/R2, F15/R15, F33/R2, F33/R33, F33/R16, F1/R16, F16/R16

F1/R16, F16/R16, F34/R16, F34/R34, F17/R17, F17/R34, F18/R17, F18/R34, F18/R18,

Exon 7 F19/R18, F19/R19, F20/R20, F20/R3

Exon 8 F20/R20, F20/R3, F21/R3, F21/R21, F35/R21, F35/R35, F4/R35, F4/R4, F22/R22, F22/R55

Exon 9 F4/R4, F22/R22, F22/R55, F55/R55, F55/R23, F5/R4, F23/R23, E23/R24

Exon 10 F55/R23, F23/R23, F23/R24, F24/R23, F24/R24, F24/R41, FA1/R41

Vysvétlivky: Normalnim stylem psané primery jsou spoleéné pro tetraploidni i hexaploidni linie. Boldem
vyznaCeny primery byly specifické jen pro tetraploidni linie. Boldem a podtrZzenim jsou vyznaceny primery

specifické jen pro hexaploidni linie.

Amplikony ziskané za pouziti primert (Tab. II) byly sekvenovany Sangerovym
sekvenovanim (Obr. 5). Pro lokus SRS1 genu bylo ziskano v priiméru 51 sekvenci pro kazdou
TRI linii o délce 25—862 bp. Z jednotlivych sekvenci byla vytvotena konsensuélni sekvence

pro vSechny testované odriidy o délce cca 9020 bp.
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poly(A)

Gen SRS1

TRI 4270
TRI 4341
TRI 4446
TRI 4448
TRI 4653
TRI 4879
TRI 5911
TRI 7099
TRI 9548
TRI 9652
TRI 19165
TRI 900
TRI %01
TRI 2405
TRI2880
TRI7011 -
TRI 9346
TRI 9640 -
TRI %644
TRI19921
TRI19161 -
TRI 4345 - - -
TRI 5238 - - -
TRI 11334 - -
TRI 11555 - - -

Obriazek 5: Schéma struktury genu SRS1 a znazornéni jeho sekvenci z TRI linii
Vétsina TRI linif je tetraploidnich kromé poslednich Etyf, které jsou hexaploidni. Gen SRS1 — ¢erné obdélniky
znazoriuji exony. TRI — &ary vyznaduji osekvenované &asti genu a mezery jsou mista neosekvenovana. Cervené

teCky vyznacuji pozice identifikovanych SNP polymorfismt.

5.2 Analyza sekvenci SRS1genu u TRI linii odriud pSenice

Gen SRS1 ma délku 7445 bp. Skladd se z 10 exonl a 9 intronli a koduje 1352
aminokyselin (Obr. 5).

Sekvence ziskané v této praci pokryvaji vétSinu SRS1 lokusu, kromé kratkych oblasti
napii¢ TRI liniemi (Obr. 5).
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5.2.1 Polymorfni oblasti v lokusu SRS1 genu

V ramci genu SRS1 byly identifikovany polymorfismy v sekvencich mezi testovanymi
pSeniénymi odridami a subgenomy A, B, D kultivaru Chinese spring. Bylo nalezeno
136 polymorfismt mezi homeolognimi subgenomy a 12 SNP mutaci. Nalezené polymorfismy
a zejména SNP mutace jsou zhrnuty v tabulce IV. a znazornény na obrazku 5. Zasedla pole
v tabulce vyznacuji podobu 136 polymorfismti mezi homeolognimi subgenomy, které nebyly
zahrnuty do fylogenetické analyzy, kvili pravdépodobnému polymorfismu mezi
homeolognimi subgenomy. U 12 SNP mutaci je popsana pozice V genu a co se vyskytovalo
na stejné pozici u ostatnich TRI linii a subgenomech Chinese spring. U 2 z téchto SNP
mutaci, nachazejicich se v exonech, mohlo byt pozorovano ovlivnéni sekvence aminokyselin

(v tabulce vyznaceny Cerveng):

Vexonu 7 na pozici 4399 u TRI linii 9640, 9921, 19161 nedoslo zadméné
aminokyseliny: GGA — GGG / Gly —CGly.

V exonu 8 na pozici 5873 u TRI linii 9640, 9921, 19161 doslo k nasledujici zdméné
aminokyseliny: AGT — CGT / Ser = Arg.

U dalsich SNP mutaci nelze urcit vliv na zafazeni aminokyseliny, z divodu pozice

V intronu nebo nejasné identifikace nukleotidu v dané pozici.
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Tab. IV: Identifikované polymorfismy

Exon/Intron | Exon 1 | Intron 1 Exon 2 Intron 2 | Exon 3 | Intron 3 | Exon 4 [ Intron 4 | Exon 5 | Intron 5 | Exon 6 Intron 6 Exon 7 Intron 7 [ Exon 8 | Intron 8 | Exon 9 | Intron 9 | Exon 10 | Typ
(Délka v bp) (59) (96) (180) (104) (106) (80) (31) (366) (34) (731) (153) (693) (2053) (280) (1291) (875) (84) (164) (65) |vétveni
Pozice - - 210 222 353 452 617 - 780 - 1319 - 2209 2260 3464 3561 4399 4890 5873 - - - - -
TRI
4270 - - T G GIA G T - A - A - G T/C GIA A A G A - - - - T
4341 0 - T G GIA G T - A - A - G T/C G/IA AIT A G A - - - - T
4446 - - T G G/IA G T - A - A - G T/C G/IA A A G A - - - - T
4448 - - T G G/IA G T - A - A - G T/C G/IA A A G A - - - - T
4653 - - T G G/A GIT T - A - A - G T/IC G/A A A G A - = = - T
4879 - - T G G/A G T - A - A - G T/IC G/A A A G A - » B - T
-g 5911 - - T G G/IA G T - A - A - G TIC G/IA A A G A - - - - T
= 7099 - - T G GIA G T - A - A - G T/IC G/A AIT A G A - - - - T
j§ 9548 - - T G G/IA G T - A - A - G T/IC G/A A A G A - - - - T
% 9652 - - T G G/IA G T - A - A - G T/C G/IA A A G A - - - - T
% 19165 - - T G G/IA G T - A - A - G T/C G/IA A A G A - - - - T
= 900 - - T G G/IA G T - A - A - G T/C GIA AIT A G A - - - - T
901 - - T G GIA G T - A - A - G T/IC GIA AIT A G A - - - - T
2405 - - T G GIA G T - A - A - G T/IC GIA AIT A G A - - - - T
2880 - - T G GIA G T - A - A - G T/C GIA AIT A G A - - - - T
7011 - - T G GIA G T - A - A - G T/C GIA AIT A G A - - - - T
9346 - - T G GIA G T - A - A - G T/IC GIA A A G A - - - - F-T
9640 - - T G GIA G A - delece A - G - G T/IC GIA A G N C - - - - F-T
9644 - - T G G/IA G T - A - A - G T/IC GIA AT A G A - - - - F-T
9921 - - T G G/A G A - delece A - G - G T/IC G/A A G T C - - - - F-T
19161 - - T G G/A G A - delece A - G - G T/IC G/A A G N C - - - - F-T
£ 4345 - - G/T G G/A G T - G/A - A - GIC C A A A N A - - = - T
o 5238 - - G/T G/IT G/A G T - G/A - A - GIC C G/A A A N A - - B - T
§ 11334 - - GIT G G/IA G T - G/IA - A - G/C C G/A A A N A - - - - T
2 11555 - - GIT G G/IA G T - G/A - A - G/C C G/A A A N A - - - - T
Subgenom
% @ A - - T G G G T - A - A - G C A A A G A - - - - -
£5 B - - G G A G T - A - A - G C A A A G A - - - - -
G D - - G G A G T - G/IA - A - G [} A A A G A - - - - -

Piesné popsané vSechny pozice SNP mutaci a Sed¢ znazornéné dva piiklay polymorfismi mezi homeolognimi subgenomy. Cervené vyznacené mutace ovliviiuji sekvenci

aminokyselin.

40



5.4 Fenotyp vétveni klasu u TRI linii

K 25 TRI liniim pSenice byl pfifazen fenotyp klasu podle nasledujici charakterizace
typt vétveni. Kromé¢ jednoduchého vétveni klasu s pfimym vietenem, na némz piiseda
v uzlabi jen jeden klasek, byly popsany dalsi typy vétveni klasu (Obr. 6). Pravé vétveni
(branched spike) je charakterizovano prodlouzenymi sekundarnimi vieténky, kterd nesou
nekolik klaska a klas rozvétvuji. U nepravého vétveni (pseudo-branched spike) jsou popsany
prodlouzend sekundarni vieténka nesouci kvitka v kazdém uzlabi vieténka, kterd jsou
prodlouzena po celém klasu. Dalsi vétveni je spojeni nepravého a pravého vetvéni, kdy
prodlouzena vieténka nesou kvitky v bazalnim 0zlabi a klasky na vrcholu vieténka (Dorofeev

a kol, 1979; Flaksberger, 1935; Gowayed, 2009).

L0
P G I S
# o R \
Upper ghime N

Lawer glume

False-true ramification Branched spike Psendo-branched spike

Obr. 6: Typy vétveni
(Ptevzato z Gowayed, 2009.)

Na zdkladé uvedenych typil vétveni klasu byly TRI linie odrid pSenice zafazeny
do pravého vétveni (T) a nepravo-pravého vétveni (F-T), do nepravého vétveni (F) nebyly

zadné odrady zatazeny (Gowayed, 2009).
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Do pravého vétveni patii Triticum turgidum var. plinianum (4270), Triticum turgidum
var. columbinum (4341), Triticum turgidum var. columbinum (4446), Triticum turgidum var.
compositum (4448), Triticum turgidum var. compositum (4653), Triticum turgidum var.
compositum (4879), Triticum turgidum var. plinianum (5911), Triticum turgidum var.
lenkoranicum (7099), Triticum turgidum var. nachitschevanicum (9548), Triticum turgidum
var. pseudocervinum (9652), Triticum turgidum var. mirabile (19165), Triticum dicoccon var.
tragi (900), Triticum dicoccon var. novicum (901), Triticum dicoccon var. pseudomazzucati
(2405), Triticum dicoccon var. novicum (2880), Triticum dicoccon var. melanurum (7011),
Triticum turgidum var. plinianum (4345), Triticum turgidum var. plinianum (5238), Triticum

vavilovii var. manuru (11334), Triticum vavilovii var. mapuru (11555).

Do nepravo-pravého vétveni patii Triticum durum var. muticitalicum (9346), Triticum
durum var. muticito-coerulessns (9640), Triticum durum var. muticitalicum (9644), Triticum

durum var. mutico-valencia (9921), Triticum durum var. muticito-beofii (19161).

Nakonec bylo sledovano, jak polymorfismy v sekvencich TRI linii odrid pSenice
koreluji s typem vétveni klasu. Z identifikovanych polymorfismi (Tab. IV) vyplyva, ze
tetraploidni linie 9640, 9921, 19161 se casto odliSuji, jako na pozicich 617, 780, 1319, 4399,
5873 od ostatnich TRI linii a jejich typem vétveni je nepravo-pravé vétveni. Avsak u TRI linii
9346 a 9644, ke kterym bylo také pfifazeno nepravo-pravé vétveni, k témto SNP mutacim

nedoslo. Nelze s jistotou dokazat, ze tyto SNP mutace ovliviiuji vétveni.

5.5 Fylogeneticka analyza sekvenc¢nich dat

Na zéklad¢ 25 sekvenci TRI linii odrid pSenice byl pomoci programu MEGA7
za pouziti algoritmu neighbor-joining ziskan fylogeneticky strom (Obr. 7). Fylogeneticky
strom TRI linii je ovlivnén ploidii, nalezenymi polymorfismy, jako homeolognimi mezi

jednotlivymi subgenomy a SNP mutacemi.
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|Triticum durum var. mutico-valencia (9921) 4n, F-T

Triticum durum var. muticito-beofii (19161) 4n, F-T
|Triticum durum var. muticito-coerulessns (9640} 4n, F-T
Triticum turgidum var. columbinum (4446} 4n, T
Triticum turgidum var. plinianum (4270) 4n, T
Triticum turgidum var. columbinum (4341) 4n, T
Triticum turgidum var. compositum (4448) 4n, T
Triticum turgidum var. compositum (4653} 4n, T
Triticum turgidum var. compositum (4879) 4n, T
Triticum turgidum var. plinianum (5911) 4n, T

Triticum turgidum var. lenkoranicum (7099) 4n, T

Triticum turgidum var. nachitschevanicum (9548) 4n, T
Triticum turgidum var. pseudocervinum (9652) 4n, T
Triticum turgidum var. mirabile (19165) 4n, T

Triticum dicoccon var. tragi (900) 4n, T

Triticum dicoccon var. novicum (301) 4n, T

Triticum dicoccon var. pseudomazzucati (2405) 4n, T
Triticum dicoccon var. novicum (2880) 4n, T

Triticum dicoccon var. melanurum (7011) 4n, T

Triticum durum var. muticitalicum (9346) 4n, F-T

Triticum durum var. muticitalicum (9644) 4n, F-T

Triticum turgidum var. plinianum (5238) 6n, T

Triticum vavilovii var. manuru (11334) 6n, T

Triticum turgidum var. plinianum (4345) 6n, T

Triticum vavilovii var. mapuru (11555) 6n, T

——
0.00020

Obr. 7: Fylogeneticky strom TRI linii

Kladogram znazornujici pifibuznost TRI linii odriid pSenice na zakladé sekvencnich dat lokusu genu SRSI,

doplnén je ploidii 4n, 6n a typem vétveni — pravé vétveni (T) a hepravo-pravé vétveni (F-T).
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6 DISKUSE

PSenice seta (Triticum aestivum) je tieti nejvyznamnéjs$i plodinou na svété
a nejsledovanéjsim znakem je jeji vynos. Vynos je ovlivnén, jak na genetické urovni,
tak vng&jsim prostiedim (Cuthbert a kol., 2008; Lobell a kol, 2011). V této praci byl
sekvenovan gen SRS1 (small and round seed 1), ktery je spojovan s vynosovym prvkem tvaru
semene a vetveni klasu (pocet obilek na klas). Nékolik gent ovliviiujici velikost zrna bylo
identifikovano v ryzi (Li a kol., 2010). Lokus s novym genem SRS1, zodpovédny za fenotyp
malého a kulatého zrna byl identifikovan na ryZovém chromozomu 7. Gen SRS1 je sestaveny
z 10 exont a koduje novy protein o neznamé funkci a ovliviiuje také vétveni klasu (Nagato
a Yoshimura, 2007; Tanabe a kol., 2007; Abe a kol., 2010). Druhy trav z ¢eledi Poaceae maji
zachovanou syntenii (Devos, 2005), proto byly homologni geny ryze hledany v pSenici.
Hlavné z téchto diivodl a zejména, kvtli vlivu na vynos byl gen SRS1 sekvenovan u TRI linii
odrtd psenice, které maji rizné formy vétveni klasu. Po sekvenovani lokusu s genem SRS1
byla studovéna diverzita mezi TRI liniemi a asociace jednotlivych polymorfismi v genu

s fenotypem.

Pseni¢ny homolog genu SRS1 ma délku cca 7445 bp a sklada se z 10 exont a kdduje
1352 aminokyselin, jak bylo zjisténo ze sekvencnich dat v rdmci této prace. Struktura
pSeni¢ného genu SRS1 se vyrazné nelisi od toho v ryzi. Gen SRS1 byl klonovan v ryzi pomoci
F, mapovaci populace z kiizeni poddruhti Oryza sativa L. ssp. japonica a Oryza sativa L. ssp.
Indica. Bylo navrzeno 8 primeru (Ctyfi pary F a R) pro dva STS markery (25249 a 25363)
adva SNP markery (25285As a 25340As) na chromozom 7. Mutace srsl rozliSujici jeho
funkci byla identifikovana mezi STS markery (Tanabe a kol., 2007). Gen SRS1 ryze
(Os07g0616000) je slozeny z 10 exonil a 9 intrond a kodujici cDNA obsahuje otevieny ¢teci
ramec s 1366 kodony (Li a kol., 2010). Dtive byl identifikovan lokus, zodpovédny za fenotyp
malého a kulatého zrna na chromozomu 7 u mutantii. Z toho vyplynulo, Ze k mutacim ziejmé
doslo v lokusu genu SRS1, a tak byly sekvence s lokusem srsl u mutanti dale analyzovany
(Irtmia a Roy 2008). Analyzou mutace genu srsl byl odhalen pleiotropni efekt pii vyvoji
rostlin, zahrnujici zkrdceni internodii, vzptimenost listli a fenotyp malého a kulatého zrna

ovlivityjici morfologii obilky (Li a kol., 2010).
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Porovnany byly fenotypy mutantd s kontrolnim druhem ryze Oryza sativa L.
(Japonica), z kterého byli mutanti vytvofeni. Pro identifikaci mista mutace u srsl mutanti
bylo navrzeno 15 sad primert pro PCR reakci, které pokryly 10 exonii v SRS1 genu.
Amplifikované fragmenty byly sekvenovany za vyuziti stejnych primert jako pii amplifikaci.
Mutovano bylo vice zplsoby, mutanti srs1-1, srs1-2, srs1-3 byli mutovani latkou N-methyl-
N-nitrosourea, srs1-4 mutovan y-zafenim a srs1-5 mutovan neznamou latkou. Mutace u srsl-
1 mutanti je zptusobena deleci 38 bp v exonu 7. U mutantt srs1-2 a srsl-5 byla detekovana
mutace v intronu 3. U mutanta srsl1-2 byla nalezena jednonukleotidova substituce G za T,
kterd zménila misto sestiihu. Také u mutanta srsl-5 doslo k zdméné baze G za A v misté
Stépeni. Mutace mohou vést k abnormélnimu sestfihu. Pro potvrzeni moznych abnormélnich
sestithli byla u téchto mutanti pfipravena cDNA. Produkty PCR byly sekvenovany
a kvantifikovany real-time RT-PCR. Sekvena¢ni analyzou cDNA z SRS1 se ukazalo, ze intron
3 o 120 bp neni vystfizen, v disledku mutace v mist¢ setfihu u mutanta srsl-2. Jelikoz
sekvence intronu 3 neobsahuje stop kodon, miize teoreticky mutovany protein SRS1 mit navic
sekvenci 40 aminokyselin, které mohou narusit funkci proteinu. Mutant srs1-3 byl také
poskozen bodovou mutaci v substituci nukleotidu A za G, ktery se nachazi ve stop kodonu.
Vysledkem zamény je tryptofan (Trp) a dalsi stop kodon se nachéazi za 183 bazi. Takze protein
by mohl byt o 61 aminokyselin del$i, nez v normalnim druhu ryze a mtze takto byt narusena
jeho funkce. Pocet lat na rostlinu byl niz§i u mutanti srs1-2 a srs1-3 narozdil od kontrolnich
rostlin a dalSich mutanti. Mutant srs1-4 ma deleci 31 bp v exonu 6. U mutanta srs1-5 doslo
opét chybnym sestithem ke ztraté exonu 4. Celkové se mutanti Srsl projevili menSim
vzrustem rostliny s mensimi obilkami. Délka internodii i obilek byla zkracena u vSech srsl
mutantd, ackoli mira sniZeni byla mezi mutanty odliSnd. Zrna byly o néco Sirsi a tlustsi
u vSech mutantti, ale na rozdil od kontrolniho typu ryze, védha zrn byla u mutanti nizsi. Pocet
obilek na latu nebyl vyznamné odlisny mezi Srsl mutantem a béznym druhem. Laty s klasy
I listy byly vzpfimengjsi u mutantd nez u kontrolniho druhu ryze. V podélném fezu pluchy
jsou buiiky, jak v délce, tak v poCtu snizené u mutantd Srsl v porovnani s kontrolnim druhem.
Zatimco bo¢nim fezem pluchy jsou buiiky u srsl mutantli prodlouZené vice nez u kontrolniho
typu, ale pocet bunék je stejny u mutanta i u kontrolniho druhu ryze (Abe a kol., 2010; Irimia
a Roy 2008; Li a kol., 2010; Tanabe a kol., 2007).

Expresni a morfologickd analyza poukazala, ze mutace v DEP2 (dense and erect

vvvvvv

a primarnich a sekundérnich rozvétvenych os na laté. U mutantti genu DEP1 byly popsany

45



mutace jako substituce v intronu 2 G/A, ktera zpusobila abnormalni sestiih a delece 31 bp
vexonu 6 (Li a kol., 2010). U TRI linii pSenice je sledovan fenotyp vétveni sekundarnich
vietének na klasu, ktery je davan do spojitosti s genem SRS1. K zddnému abnormalnimu

sestfihu nedo$lo v dasledku substituéni mutace ani k mutaci nonsense.

V této préci byly navrzeny primery pro pokryti celého lokusu genu SRS1 o délce cca
12 000 bp. Aby bylo dosazeno co nejvétsi specifity primerti za ucelem jednokopiovych
fragment a zaroven se predeslo vzniku nespecifickych produkt, byla provedena PCR reakce
tzv. touch down, ktera byla popsana Don a kol. (1991). Avsak i kdyz v nékterych piipadech
PCR reakce neprobéhla zcela spravné. Amplifikovano bylo vice DNA fragmentl o stejné
délce, které¢ nemohly byt dale pouzity k sekvenaci, kvlili vzniku smiSenych sekvenci nebo se
objevily strukturalni piekazky. Naopak po spravné amplifikaci DNA o jednokopiovych
fragmentech vyjimecné probéhla Spatnd sekvenace tzv. smiSend sekvence. Potom se zkusily
nakombinovat jiné sady F/R primeri pro chybny amplikon. VétSina nepatrnych mezer v ramci
sekvenci TRI linii na lokusu SRS1 genu ztstalo po sekvenovani amplikonu, z divodu ofezani
prvnich a poslednich nukleotidii sekvence (Obr. 4). Z tohoto divodu by bylo potieba
navrhnout dal$i primery, které by tyto mezery pieklenuly. AvSak tyto mezery piedstavuji
jenom 4,2 % z celkové sekvence a nemaji zasadni vliv na identifikaci mutaci i exonovych

sekvencich.

Prekvapivé se nedatilo amplifikovat a sekvenovat zacatek genu vcetné ¢asti promotoru
o délce cca 1 400 bp, i kdyz reakéni smés PCR i jeji podminky byly upraveny a byly
testovany rtizné polymerdzy (napi.: One Taq S GC pufrem a Enhancerem) Moznymi pfi¢inami
muzou byt vyssi obsah GC v této oblasti, nebo jind sekundarni struktura DNA, cozZ je
na GC je dulezita rovnovaha délky sekvence s teplotou tani (McDowell a kol., 1998).
Doporuceno bylo zahrnuti organickych latek jako DMSO a glycerolu, které zlepSuji
amplifikaci oblasti s vy$§im obsahem GC, tim Ze zesiluji amplifikaci a brani vzniku
sekundérnich struktur, nebo nespecifickych produkti (Musso a kol., 2006). Avsak pouziti One
Tag High GC Enhanceru, z vySe zminéného kitu, ktery obsahoval DMSO 1 glycerol, nebylo

uspesné.

K vizualizaci vzorki DNA slouzi chromatogram, ktery je vysledkem genetického

analyzatoru. SlouZi k pozorovani a porovnavani vyslednych sekvenci mezi jednotlivymi

46



vzorky. Chromatogram znazornuje jednotlivé piky nukleotidi v sekvenci DNA. Lze tak
pozorovat jednokopiové, ale i vice kopiové az smiSené sekvence. V této pravi vice piku znaci
heterozygota nebo polymorfismy mezi subgenomy A, B, D. SmiSené sekvence vétSinou znaci

Spatné sekvenovani v diisledku nevhodnych sad primeri (Otto a kol. 2008).

V ramci genu SRS1 bylo identifikovano napti¢ sekvencemi TRI linii odrid pSenice
celkem 136 polymorfismii mezi homeolognimi subgenomy a 12 SNP mutaci v ramci genu
SRS1. Bodové mutace zplisobujici zdménu aminokyselin, mohou a nemusi zménit strukturu a
funkci proteinu. Nicméné pti zaméné aminokyselin s rozdilnymi vlastnostmi je predpokladan
vyrazné€j$i vliv na vysledny protein avsak, bez znalosti dalSich vlivi jako napf. vnéjsiho
prostfedi nelze s jistotou pfedpoveédét ovlivnéni stability a funkce daného proteinu (Anfinsen,
1972; Schaefer a Rost, 2012). V ramci genu byly popsany 2 SNP, které mohou ovlivnit
vysledny polypeptid. V exonu 7 na pozici 4399 u TRI linii 9640, 9921, 19161 byla
identifikovana SNP mutace. Jedna se o tichou mutaci, kdy se zafazenim odlisného nukleotidu
aminokyselina neméni. Zistava nepolarni aminokyselina glycinu, a k vyznamnému ovlivnéni
polypeptidu nedochazi. U stejnych TRI linii 9640, 9921, 19161 v exonu 8 na pozici 5873 byla
identifikovana vyznamngj$i SNP mutace. Jde o missense mutaci, kdy zafazeni odliSného
nukleotidu dochdzi ke zméné€ smyslu tripletu a tim k zdméné aminokyselin. Na tomto misté
jde o polarni aminokyseliny serin a arginin. Serin je aminokyselina s hydroxylovou skupinou
V postrannim fetézci bez naboje. Arginin je bazickou aminokyselinou s moznym pozitivnim
nabojem. Z téchto divodi muize dojit ke zméné funkce polypeptidu (Drake a kol., 1998;
Lengyel a Soll, 1969; Topal a Fresco, 1976). Na zaklad¢ téchto 2 SNP mutaci nelze s urcitosti
prokazat korelaci s fenotypem vétveni podle Gowayed, 2009. I kdyz TRI linie s missense
mutaci patfi do nepravo-pravého vétveni a ve fylogenetickém stromu se spolecné rozvétvuji,
zaroven se Casto liSi na urcitych pozicich od ostatnich TRI linii. Pfi¢inou mohou byt
nerozpoznatelné homeologni polymorfismy i1 nespecifikované SNP mutace v dusledku
subgenomd, tedy tetraploidie a haxaploidie. K leps§imu rozpoznani korelace polymorfismi

s fenotypem by vice piispé€lo specifické navrhnuti primert pro jednotlivé subgenomy.

47



7 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace byla identifikace psSeni¢ného homologu ryzového
genu SRS1. Lokus genu SRS1 byl sekvenovan u 25 TRI linii odriid pSenice. Podafilo se
osekvenovat lokus s délkou cca 9020 pro kazdou TRI lini. Samotny gen SRS1 odpovida délce
7445 bp a koduje 1352 aminokyselin.

Prostudovanim mozné diverzity genu pomoci chromatogramu byly identifikovany
modifikace v sekvenci mezi pSeni¢nymi odridami. Bylo nalezeno 136 polymorfismi mezi

homeolognimi subgenomy a 12 SNP mutaci.

TRI linie odrid pSenice byly rozdéleny podle fenotypu vétveni. 20 TRI linii
odpovidalo pravému typu vétveni a 5 nepravo-pravému typu. Na zaklad¢ jedné SNP mutace
u TRI linii 9640, 9921, 1916 nelze prokazat asociaci s vétvenim klasu pSenice. Jasnéjsi by

bylo specifikovat nalezené polymorfismy pro kazdy subgenom zvlast.

Fylogenetickd analyza sekvencnich dat naznacuje blizkou pfibuznost vybranych TRI

linii odrid pSenice na zékladé€ jejich ploidie a identifikovanych polymorfismi.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APO1
APS
BAC
BLAST
BH
b-HLH
bp

BR
CAPS
CIP7
cLV1
COM2
DEP2
DNA
EDTA
EP
EST
FON1
=
FZP/BFL1
GA
Gb

HS
IWGSC
LOD
MO1
MOC1
MRS
MRS

Os-CKX2

aberant panicle organazition 1

peroxodisulfat amonny (Ammonium Persulfate)
umgély bakteriadlni chromozém (Bacterial Artificial Chromosome)
Basic Local Alignment Search Tool

branched head

basic helix loop helix

pary bazi (base pairs)

brassinosteroidy

Cleaved Amplified Polymorfic Sequence
COP1-interagujici protein 7

clavata 1

compositum 2

dense and erct panicle 1 g

deoxyribonukleova kyselina

kyselina etylendiamintetraoctova

erect panicle

misto s expresni adresou (Expressed Sequence Tag)
floral organ number 1

primer forward primer

frizzy panicle/branched floretless 1

kyselina giberelova

gigabaze (giga base)

horizontalni klasky

The International Wheat Genome Sequencing Consortium
logaritmus pravdépodobnosti (Logarithm Of Odds)
monstrosum ear 1

monoculm 1

multi-rowed spike

vicerady klas

haploidni pocet chromozomil

cytokinin oxydase/dehydrogenase

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=International%20Wheat%20Genome%20Sequencing%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D

PAGE
PCR
PEBP
PH
PPD
QTL

RFLP

RHT
RIL
RNA
RS
RT
SD
SDS
SNP
SRS1
SS
STS
TE
TEMED
TBE
TKW
VRN

polyakrylamidova elektroforéza (Polyacylamide Gel Electrophoresis)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
phosphatidylethalamin

pairing homoeologous

photoperiod

lokusy ovliviujici kvantitativni znaky (quantitative trait loci)
primer forward primer

délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt

(restriction fragment length polymorphism)

reduced height 1

Rekombinantni inbredni linie (Recombinant Inbred Lines)
ribonukleova kyselina

rozvétvené klasky

Reverse Transcription

semi-dwarf

Sodium Dodecyl Sulfate

Single Nucleotide Polymorphism

small and round seed 1

nadpocetné klasky (supernumerary spikelets)

misto se sekvencni adresou (Sequence Tagged Site)

pufr s Trisa EDTA

tetrametyletylendiamin

pufr s Tris, kyselinou boritou a EDTA

vaha tisice zrn (thousand-kernel weight)

vernalization

zakladni chromozomové ¢islo

60



