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Abstrakt

Prace se zabyva moznostmi detekce genu rezistence k houbovym chorobam u
puvodnich evropskych obilnin, jako jsou pSenice, je€men, Zito a oves. Podava prehled o
Skodlivosti jednotlivych houbovych chorob obilnin a také vyznamu jednotlivych druhd obilnin.
Popisuje moznosti detekce genu rezistence pomoci molekularnich markert a srovnava rtizné
typy molekularnich markert. Hleda odpovéd na otazku, ve kterych pfipadech Slechténi na

rezistenci a tedy i vyuziti molekularnich markera pfinasi nejvétsi uzitek.

Klicova slova: geny rezistence, houbové choroby, molekularni markery, RFLP, RAPD,
AFLP, STS, SSR, SNP

Abstract

The paper deals with the possibilities of detection fungal disease resistance genes in
the original European cereals, such as wheat, barley, rye and oats. It provides an overview of
the most important resistance genes for breeding. The significance of the resistance genes is
evaluated on the basis of the harmfulness of the individual cereal fungal diseases, as well as
the importance of the individual cereal species. It describes the possibilities of detecting
resistance genes using molecular markers and compares various types of molecular markers.
It seeks answers to the question of where the breeding on resistance and therefore the use of

molecular markers brings the greatest benefit.

Key words: genes of resistance, fungal diseases, molecular markers, RFLP, RAPD,
AFLP, STS, SSR, SNP
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1 Uvod

Proc se vlbec zabyvat Slechténim rezistentnich odrud obilnin? Biotechnologie a vyuZiti
modernich poznatkt v molekularni biologii oteviraji nové dvefe pro vylepSovani a zvySovani
vynosu kulturnich plodin, coz je pfi neustale narustajicim poctu lidi nutnosti.

Péstovani odrld citlivych k patogenum je riskantni, protoze hrozi, zZe pfi vétsi epidemii
budou ztraty az nebezpecné vysoké. Praveé proto je nutné vénovat pozornost zkoumani genu
navozujicich odolnost vici vyznamnym patogendm a souvisejicimu Slechténi.

Molekularni markery jsou pomérné novym nastrojem pro usnadnéni Slechténi a

identifikace genu rezistence.

Prvni kapitola podava literarni prehled o pavodnich evropskych zemédélsky
vyznamnych obilovinach, jakymi jsou pSenice, jeémen, oves a zito.

V druhé kapitole jsou kratce charakterizovany houbové choroby napadajici tyto obilniny
vybrané podle zavaznosti a vyskytu na Uzemi Ceské republiky. Rzi jsou zafazeny z diivodu
Castého vyskytu na naSem Uzemi a pUsobeni nepfijemnych ztrat na vynosech. Klasové
fuzariézy maji v praci své misto vzhledem ke zvySenému vyskytu na nasem uzemi v nékterych
letech a z divodu akumulace nebezpecénych toxinu v zrnu. Padli je hospodaFsky vyznamnou
chorobou obilnin se schopnosti negativné ovliviiovat mnozstvi a kvalitu zrn.

Treti Cast prace se zabyva stru¢nym pfehledem genu rezistence k vybranym houbovym
chorobam. Duraz je kladen hlavné na aktualné dulezité geny vhodné pro dalSi Slechténi.
Prostor je vénovan také kratkému sdéleni, z jakych genetickych zdroji mohou pochazet
vyznamné geny pro rezistenci.

Ctvrta kapitola se zabyva metodami detekce gent rezistence. Kromé& fenotypové a
hybridologické analyzy jsou v posledni dobé stale vice dulezité molekularni markery. Prace
predklada vybér nékterych vyznamnych molekularnich marker. Srovnava jejich vyhody,

nevyhody a moznosti vyuziti v kazdodenni praxi.



1.1 Seznam zKkratek

AFLP

APR
DNA

Fhb

Lr
MAS
PCR
Pm

RAPD

RFLP

SCAR

SNP
Sr

SSR

STS
Yr

QTL

amplified fragment length polymorphism (polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentu)

adult plant resistence (rezistence dospélych rostlin)
deoxyribonukleova kyselina

geny rezistence proti fuzariim

miliardy paru bazi

leaf rust (geny rezistence proti rzi pSenicné)

marker assisted selection (markery asistovana selekce)
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
powdery mildew (geny rezistence proti padli)

random amplification of polymorphic DNA (nahodna amplifikace
polymorfni DNA)

restriction fragment length polymorphism (polymorfismus délky
restrikénich fragmentu)

sequence characterized amplified region (amplifikovana oblast

charakterizovana sekvenci)

single nucleotide polymorphism (jednonukleotidové polymorfismy)
stem rust (geny rezistence proti rzi travni)

simple sequence repeats (jednoduché sekvencni motivy o nékolika
nukleotidech)

sequence-tagged site (markery pro detekci unikatni sekvence DNA)
yellow rust (geny rezistence proti rzi plevova)

quantitative trait locus (lokus pro kvantitaitvni znaky)



2 Zemédélsky vyznamné puvodni evropské obilniny
Zemédeélsky vyznamné obilniny z Celedi lipnicovité (Poaceae) predstavuiji dllezity zdroj

potravy po celém svété. Prace se zaméruje na pSenici setou, jeCmen sety, oves a Zito, které

jsou ptivodnimi evropskymi obilovinami hojn& p&stovanymi na tizemi Ceské republiky.

2.1 PSenice

Do rodu Triticum zafazujeme plané rostouci i Slechténé druhy. PSenice je typickou
obilninou, ktera tvofi vice nez 20 % kalorického pfijmu pro témér dvé tretiny lidi na svété
(Brenchley a kol., 2012).

V ramci taxonomického C€lenéni rodu rozliSujeme 3 podskupiny na zakladé ploidie.
Diploidni pSenice plana jednozrnka byla pravdépodobné prvni péstovanou pSenici.
Polyploidizacni udalosti dosSlo ke vzniku tetraploidnich pSenic, kam fadime pSenici dvouzrnku,
pSenici tvrdou nebo psSenici nadufelou (Dvorak a kol.,1993).

DalSi polyploidizace vedla ke vzniku hexaploidni pSenice Spaldy a pSenice seté
(Charmet, 2011). Genom kulturni pSenice je velky 17 Gbp (EnsemblPlants, 2018), kdezZto
lidsky genom ma velikost 3,2 Gbp (Cell biology by the numbers), coz je 5x vice. | proto je
vyzkum genu psenice komplikovanou zalezitosti.

Velka velikost genomu je zpusobena polyploidizaci a vysokym obsahem repetitivni DNA
tvofené predevsSim transpozibilnimi elementy. Transpozony jsou vyznamnym Cinitelem
v evoluci, jelikoz vyznamné zvysuji variabilitu a mohou zplUsobovat i mutace poskytujici nové
vyhodné vlastnosti, kam patfi mimo jiné i zvySena odolnost proti abiotickym a biotickym
stresum (Vicient a Casacuberta, 2017).

| pfesto, Ze se genom pSenice vlivem polyploidizacnich udalosti mnohonasobné zvétsil,
mezi negativni vlivy domestikace stale patfi ztraty potencialné uzite€nych genu. Problém byl
zavinén Slechténim jen na nékteré vyhodné vlastnosti (vynos, kvalita zrna), kdy Casto
dochazelo k prehlizeni jinych dulezitych znakd, typicky praveé riznych typd odolnosti (Charmet,
2011).



2.2 JeCmen

U nas v Ceské republice je jeémen po pSenici druhou nejpéstovanéjsi obilninou (Misa,
2001).

Kulturni je€men sety (Hordeum vulgare I.) ma diploidni genom a patfi tak v podstaté k
modelovym organismum z kategorie obilovin. Velikost genomu jeCmene je 5 Gbp
(EnsemblPlants, 2018).

V zemédélské praxi rozliSujeme jeCmen jarni a ozimy. JeCmen se pouZziva ke krmnym
ucelim, k vyrobé sladu, pro pfimou konzumaci a pe€eni. Rozdrceny mlady jeCmen je v
posledni dobé popularni doplnék vyzivy diky vysokému obsahu mineralnich latek a vitamina
(Vostal a Zitta, 1999).

2.3 Zito

Zito seté (Secale cereale L.) se v nasich podminkach péstuje v ozimé formé&. Jde o
pomeérné nenarocnou obilninu. | pfesto, zZe je zito oznaCovano jako odolnéjsi proti chorobam a
byva ocenovano i diky schopnosti efektivné soupefit s plevelem. | pfes svou vétsi odolnost
v8ak mGzZe byt napadano nékterymi houbovymi chorobami (Stolcova, 2009).

Zito seté je diploidni a velikost genomu je pfiblizné 8 Gbp. Po srovnani s uspofadanim
genu v jeémenu a pSenici byla patrna podobnost mezi témito tfemi druhy (Bauer a kol., 2016).
| to napovida, ze mezidruhové a mezirodové kfizeni je v ramci Slechténi odolnych odrud

mozné.

2.4 Oves

Oves sety je z uvedenych plodin nejmladsi a do naSi oblasti se dostal jako plevelna
rostlina mezi kulturami pSenice a je€mene. Neni tak pfesné znamy fylogeneticky pavod, ale
predpoklada se, Ze oves sety (Avena sativa L.) se vyvinul z ovsa hluchého (Avena fatua L.).
Této skute€nosti napovida i fakt, Zze oba druhy maji stejny po€et chromozom (42) a mohou se
mezi sebou kfizit (Moudry, 1993).

Je zajimavé, Ze oves je houbami napadan vyrazné méné v porovnani s pfedchozimi
uvedenymi druhy obilnin. Vykazuje velkou odolnost proti chorobam pat stébel obilnin (Vostal a
Zitta, 1999).



3 Houbové choroby

Houbové choroby prfedstavuji nebezpecny problém ohrozujici kazdoroCni vynosy
obilnin. Udava se, Ze mohou az za 60 % ztrat na urodé obecné zplusobenych fytopatogeny
(Vostal a Zitta, 1999).

To je jasnym dukazem, Ze je nutné vénovat pozornost pochopeni mechanismua nakazy
a vénovat se hledani ochrany ve formé fungicidd, agrotechnickych opatfeni i odolnych odrud.

Pro ochranu pfed houbovymi chorobami na obilninach se pouzivaji fungicidni pfipravky.
Doporudeny seznam G&innych latek je k dispozici na strankach Ustfedniho kontrolniho a
zkudebniho Ustavu zemédélského (UKZUZ). Problém s &astym vyuzivanim fungicidd u jinak
nachylnych odrid spociva ve vytvoreni mozné odolnosti patogenni houby vici pfipravku.

Kvali tomu je vhodné kombinovat a stfidat latky s rozdilnymi mechanismy uc&inku.
Vyraznou pomoci je také zafazeni odrid obilnin, ktera vykazuji vys$Si miru rezistence proti
patogenim casto se vyskytujicim na daném uzemi. V takovém pfipadé je mozné snizit Ci
vynechat aplikaci fungicidl, coz je zadouci ¢i nezbytné napfiklad pro péstovani v ramci zasad
ekologického zemédélstvi (Jgrgensen, 2014).

Uvedené houbové choroby nepredstavuji kompletni pfehled patogent pusobicich na
obilninach, ale jde o uvedeni aktualné vyznamnych chorob, které jsou sledovany na uzemi

Ceské republiky Ustfednim kontrolnim a zku$ebnim tstavem zemé&dé&lskym.



Tabulka 1: Piehled houbovych chorob napadajicich obilniny na tzemi Ceské republiky

Obilnina

Houbové choroby

PSenice

¢erna rzivost trav (Puccinia graminis), ¢ernani kofenu a baze stébel obilnin
(Gaeumannomyces graminis), hnéda rzivost pSenice (Puccinia recondita f. sp.
tritici), mazlava snétivost pSenice (Tilletia caries, T. laevis), padli travni (Blumeria
graminis), prasna snétivost pSenice (Ustilago tritici), riZzovéni klasu pSenice
(Gibberella zeae, Fusarium culmorum, Gibberella avenacea, Fusarium poae, F.

sporotrichioides).

Jeédmen

c¢ernani kofenl a baze stébel obilnin (Gaeumannomyces graminis), hnéda
rzivost je€mene (Puccinia hordei), padli travni (Blumeria graminis), prasna
snétivost jeCmene (Ustilago nuda), rizovéni klasl je€mene (Gibberella zeae,
Fusarium culmorum, Gibberella avenacea, Fusarium poae, Fusarium

sporotrichioides).

Zito

c¢ernani kofenl a baze stébel obilnin (Gaeumannomyces graminis), hnéda
rzivost Zita (Puccinia recondita), mazlava snétivost Zita ( Tilletia caries, T. laevis),
padli zita (Blumeria graminis), rGzovéni klasu zita (Gibberella spp.), snézna
plishovitost obilnin  (Monographella nivalis var. nivalis), spala Zita
(Rhynchosporium secalis), stéblolam a dalSi choroby bazi stébel, zakrsla

snétivost Zita (Tilletia controversa).

Oves

hnéda skvrnitost ovsa (Pyrenophora avenae), padli ovsa (Blumeria graminis)

nebo prasna snétivost ovsa (Ustilago avenae)

(Zdroj dat: Rostlinolékafsky portal, UKZUZ)
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3.1 Rzi

Rzi jsou houbové choroby, jejichz plivodcem jsou stopkovytrusné houby rodu Puccinia.
Obecné jsou rzi vyznamnymi chorobami, které napadaji Celed Poaceae. Jednotlivé druhy rzi
se liSi podle hostitelského organismu, bez kterého nejsou schopné vyvoje a rozmnozovani.
Nékteré z nich maji mezihostitele, na kterém probiha ¢ast vyvojového cyklu (Hanzalova, 2008).

U rzi rozliSujeme rtzné fyziologické rasy. V ramci sledovani rezistence jednotlivych
odriad je urCujicim faktorem virulence. To je schopnost patogenu prekonat obranné
mechanismy hostitelského organismu a vyvolat projevy choroby ovliviuji kvalitu a mnozstvi

Vynosu.

3.1.1 Rez pSeni¢na

Rez pSenicna (Puccinia triticina), je puvodce hnédé rzivosti pSenice, ktera pasobi ztraty
v kazdém roce. V naSich podminkach dokaze zpusobit ztraty v rozmezi 5 az 15 % sklizné
(Hanzalova, 2008).

Rez pSenicna napada zejména pSenici a jeCmen. Ma rada vysSi teploty béhem
vegetacniho obdobi, kdy se zvySuje jeji Skodlivost. To mlize byt aktualnim problémem
vzhledem k oteplujicimu se klimatu. ZvySuijici se tlak po odolnosti i proti této chorobé zvySuje
mnozstvi registrovanych odrid nesoucich geny rezistence (Bolton a kol., 2008).

Na nasem uzemi se rez pSeni¢na vyskytuje hlavné v teplejSich oblastech Moravy, kde
v poslednich letech pfekonala odolnost odridy s dosud rezistentnim genem Lr28. Zajimavé
v3ak bylo, Ze v jinych astech Ceské republiky zUstala stejna odrida odolna. To napovida o
rozdilném rasovém spektru rzi pSeni¢né na nasem uzemi a vlivu klimatickych podminek pro

rozvoj infekce (Hanzalova a Barto$, 2018).
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3.1.2 Rez travni

Rez travni (Puccinia graminis) je plivodcem ¢&erné rzivosti trav. Z uvedenych rzi je
C (Hanzalova a kol., 2008).

Rozvoj infekce je zaznamenavam hlavné od roku 2013, kdy se zvysila Cetnost vyskytu
rzi travni na naSem uzemi. Pfi péstovani nachylné odrady ztraty po napadeni touto chorobou
¢init az 90 % (Hanzalova a Bartos, 2018).

Napadeni rzi travni zpoc€atku vypada podobné jako pfi napadeni rzi pSeniCnou. Pozdéji
se vSak infekce rozsifi az na stéblo a do klasu, coz ma devastujici dopad na celou rostlinu
(Hanzalova a Bartos, 2018).

3.1.3 Rez plevova

Rez plevova (Puccinia striiformis) zpUsobuje chorobu zvanou jako Zluta rzivost pSenice
a napada pSenici, jeCmen, a dokonce i oves spolu s dalSimi 10 druhy trav (Urban a Markova,
2009). Potencialné jde tedy o velmi nebezpecnou chorobu, u které je nutné nepodcenit v€asny
vyvoj rezistentnich odrad.

Mezi prvni pfiznaky patfi vyskyt Zlutych az oranzZovych kupek obsahujicich urediospory,
které se pozdéji usporadaji do charakteristickych pruhu na listech. Po¢ateéni vyskyt na listech
se muze rozSifit az na celou rostlinu (Hanzalova a Bartos, 2015).

Zivotni cyklus rzi plevové je vazany na mezihostitele, kterym jsou v tomto pfipadé druhy
dristalu (Berberis sp.) (Rodriguez-Algaba a kol., 2014), coz mlze byt dulezitym poznatkem pro
péstitelskou praxi.

Nedavné epidemické vyskyty rzi plevové se v Ceské republice objevili mezi lety 2001
az 2003 a v letech 2014, 2015. Problém spocival hlavné v roz8ifeni novych ras rzi (Hanzalova
a Bartos, 2015).

V dalSich letech vSak bylo pozorovano slabnuti epidemie a v sezéné v roce 2017 se jiz
objevovala pouze ojedinéle, za coz se pravdépodobné zaslouzilo péstovani odolnéjSich odrad

a spravné provadéné fungicidni zasahy (Hanzalova a Bartos, 2018).
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3.2 Klasové fuzariozy

Plvodcem klasovych fuzariéz jsou druhy z rodu Fusarium. Napadaji zejména psenici,
je€men a zito. Nevyhybaji se vSak ani ovsu. Na uzemi Evropy dnes pfevlada druh Fusarium
culmorum (Wisniewska a kol., 2014) spolu s Fusarium graminearum (PoliSenska a kol., 2010).

Zvysujici se frekvenci vyskytu mizeme pozorovat také u druhu F. poae (Lindblad a kol.,
2013). Na nasem uzemi se bézné vyskytuji druhy F. culmorum a F. avenaceum (Chrpova a
kol., 2016).

Nebezpecli klasovych fuzariéz spociva hlavné v kontaminaci zrn mykotoxiny. Existuje
vice druh( fuzariéz, které mohou produkovat rizné mykotoxiny. Rod Fusarium dokaze
produkovat Siroké spektrum mykotoxinti dokonce i v reakci na rizné podminky (Vogelgsang a
kol. 2008). Kazdy rok je tak mozZné pozorovat jiné spektrum latek s jinymi podily v napadenych
rostlinach.

Z dlouhodobého hlediska je sledovana pritomnost deoxynivalenolu, zearalenonu a
fumonisind. Pro vSechny tfi uvedené latky existuji legislativou stanovené limity maximalniho

mnozZzstvi pfitomného v obilovinach (Chrpova, 2015).

3.3 Padli

Padli travni (Blumeria graminis) je jednou z nejrozSifenéjSich houbovych chorob
napadajicich rostliny, kromé jinych i pSenici, je€men a zito. Rozeznavame vice nez 650 druhd,
které se vzajemné liSi morfologii, anatomii a preferovanymi hostitelskymi organismy (Braun a
kol., 2002).

Pfiznaky napadeni padlim se objevuji na konci jara a zaCatkem léta. Infekce je
rozpoznatelna pouhym pohledem, kdy na rostliné vidime bilé vatovité kupky. Barva téchto
utvaru se postupné méni na Sedou az hnédou. Silné napadeny list Zloutne a odumira. PSenice
je odolnéjsi k napadeni béhem ranych fazi vyvoje v porovnani s je€menem (Hani a kol., 1993).

Rozvoji infekce padli nahravaji podminky v podob& mirné zimy a vysoké vzdusné
vlhkosti v obdobi ¢asného jara. NejkratSi inkubacni dobé je pfi teploté 20 °C, kdy staci 3 az 4
dny. P¥ili§ nizké (5 °C a méné) nebo naopak vysoké (25 °C a vice) nepodporuji Sifeni a rozvoj
napadeni (Hani a kol., 1993).

Rizikovym faktorem je nedostatecna vyziva porostu nebo naopak prehnojeni dusikem
(Glawe, 2008). Pfi takto vhodnych podminkach dokaze padli zpUsobit ztraty az kolem 50 %

urody. Primérné ztraty se bézné pohybuji kolem 20 % (Tratwal a Bocianowski, 2014).
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4 Geny rezistence
Odolnost neboli rezistence je schopnost rostliny potlacit nebo zpomalit Skodlivé

pusobeni patogenu. Jde hlavné o vlastnost dédiCnou. Na zakladé vizualniho pozorovani a
zmén v metabolismu jsme schopni pozorovat stupen odolnosti. Rozeznavame kvalitativni a
kvantitativni, kratkodobou a dlouhodobou, specifickou a nespecifickou odolnost. Protikladem
odolnosti je nachylnost (Vostal a Zitta, 1999).

V podminkach, kde se stresovy faktor nevyskytuje, nejsou rostliny nuceny vyvijet
mechanismy pro odpovéd na stres. Pokud se vSak v prostredi vyskytne stresovy faktor, v tomto
pfipadé houbovy patogen, rostlina se snazi nepfiznivé podminky alespon tolerovat. A
uostupné tak muze dochazet k rozvoiji rezistence.

Z pohledu reakce na jednotlivé rasy patogena rozliSujeme rezistenci nespecifickou,
oznacovanou také jako polygenni, a rasové specifickou (Hanzalova a kol., 2008)

Odhaleni rostlin nesoucich konkrétni gen rezistence je pomérné snadné diky rdznych
druhdm molekularnich markert popsanych v dalSi ¢asti prace.

DalSi druh rezistence funguje jen u dospélych rostlin. Oznacuje se zkratkou APR (z
anglického adult plant resistence). Jde o rezistenci podminénou specifickymi geny. Podle
(Alam, 2011).

U nékterych odrid se mizeme setkat s takzvanou polni nebo ¢aste€nou rezistenci,
ktera je formou horizontalni rezistence. V praxi to znamena, Zze se napadeni rostlin projevuje
jen slabé, postup infekce je pomalejsi a ztraty jsou niz8i (Hanzalova a kol., 2008).

Pro dosazeni odolnosti proti riznym druhim houbovych chorob nebo proti vice rasam
konkrétni choroby se vyuziva takzvané pyramidovani genu, kdy jde o kombinaci vice gen
rezistence v jednom genotypu. S vyuzitim molekularnich markerut je mozné provadét efektivni
selekci a kfizeni pravé za ucelem pyramidovani gent (Collard a Mackill, 2007).

V reakci na existenci gent pro zvySenou odolnost se vyviji nové virulentni formy
patogen, které dfive Ci pozdéji danou bariéru prekroCi a rostlina s timto genem prestane byt
odolna proti nové virulentni rase. Riziko rychlé adaptace patogenu a vytvoreni nove virulentni
formy je vy$Si pfi ploSném vyuzivani jedné odridy. Pfikladem muze byt gen Yr17 pro rezistenci
ke rzi plevové, ktery byl zpoc€atku ucinny pfi péstovani na malé ploSe. Jakmile se vSak odrida
rozSifila a péstebni plocha se zvétsila, objevili se nové a vice virulentni rasy rzi a gen pfestal
poskytovat dostate¢nou odolnost (Bayles a kol., 2000). Proto se doporucuje kombinovat
nékolik odrid s rlznymi stupni odolnosti a s pfitomnosti odliSnych genl pro rezistenci.

Slechténi novych kultivarG pro zvyseni rezistence obilnin je tak nekongici &innosti.
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Velka ¢ast genetické variability pfinosné pro objevovani rezistentnich genl a jejich
skupin se lisi podle lokalit. Z toho ddvodu je nutné zaméfit se na lokalni Slechténi s dirazem

na pouzivani kultivart vykazujicich odolnost proti mistné se vyskytujicim druhdm chorob.

4.1 Geneticky piivod gent rezistence

Geny pro rezistenci k houbovym chorobam mohou byt do genomu kulturni obilniny
pfeneseny mezidruhovym nebo mezirodovym kfizenim. Déje se to hlavné u kulturni
hexaploidni pSenice.

Slibnym zdrojem variability pro budouci Slechténi s ohledem na odolnost proti
patogenum jsou divoce rostouci pfibuzné druhy. V pfipadé pSenice jde napfiklad o pfenos
genu rezistence ke rzi travni (Sr geny) a ke rzi pSeni¢né (Lr geny) z druhd rodu Aegilops
(Valkoun, 2001).

Bohuzel vneseni novych genlt do Slechténych kultivard nemusi mit vZzdy uspéch.
Existuje riziko ztraty dilezitych gend ovliviujicich klicové vlastnosti kulturni odrady. Slozité
muze byt také odbourani nechténych vlastnosti pfenesenych z planych druhu (Foolad, 2007),
jak se ukazuje i pfi praci s jinymi kulturnimi plodinami.

Dalsi variantou jsou pfenosy genu z jinych druhd kulturnich obilnin.

Vyznamna je napfiklad translokace cCasti chromozému ze Zita v useku 1BL/1RS
pfenesena do pSenice, protoze tento usek nese nékolik gend rezistence Lr26, Sr31, Yr9 a Pm8
(Rabinovich, 1998).

4.2 Geny rezistence ke rzi pSenicné (Lr geny)

Prozatim bylo k roku 2017 identifikovano alespon 81 genu rezistence ke rzi pSeni¢né
(Lr geny) (Aktar-Uz-Zaman a kol., 2017).

S velkou pravdépodobnosti se stale nejedna o Cislo konecné, protoze v porovnani
s minulymi léty se poCet genu rezistence zvySuje.

V ramci zkoumani virulence rzi pSeni¢né na rostlinach nesoucich jednotlivé geny
rezistence se pro testovani vyuZzivaji témeéF isogenni linie (near isogenic lines - NILs) s
pfitomnosti pouze jednoho Lr genu (Mesterhazy a kol., 2000).

Z genU pro rezistenci ke rzi pSeniéné se mezi testovanymi odridami v Ceské republice

nejCastéji objevuje Lr37 (Hanzalova a kol., 2015).
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Gen Lr37 se nachazi na translokaci z mnohostétu (Aegilops ventricosa). Vyhodou je
fakt, ze tento gen je v genetické vazbé spolu s genem Yr17 pro rezistenci ke rzi plevové a
genem Sr38 pro rezistenci ke rzi travni. Tento gen u nas zaroven patfi mezi nejvice vyuzivané

a nejdéle uc€inné (Seah a kol., 2001).

Mezi dal$imi odradami registrovanymi v Ceské republice byla molekularnimi metodami
prokazana pfitomnost gent Lr10, Lr24, Lr26, Lr28 a jiz zminény Lr37 (Hanzalova a kol., 2015).

Genrezistence Lr26 na translokaci 1BL.1RS ze Zita byl zpoc&atku u€inny ke vSem rasam,
ale pozdéji se objevili nové virulentni rasy a dnes jeho ucinnost neni tak velka. Translokace ze
Zita je popularni i diky pozitivnimu vlivu na vynos a dalSi zemédélsky cenéné vlastnosti
(Rabinovich, 1998).

Pro budouci Slechténi jsou velmi dllezité geny Lr34 a Lr46 s horizontalni rezistenci,
jejichz projevem je vyrazné zpomaleni projevu infekce. Jejich vyhodou je navozeni dlouhodobé
fungujici odolnosti, ktera uc€inkuje v raznych prostfedich a proti riznym rasam patogenu
(Schnurbusch a kol., 2004).

4.3 Geny rezistence ke rzi travni (Sr geny)

Pouzivani odrad s geny rezistence ke rzi travni se ukazuje jako pomérné efektivni
feSeni. OvSem i v tomto pfipadé se objevuji nové virulentni rasy. Pfikladem silné rasy rzi travni,
ktera si dokazala poradit s velkym mnozstvim dosud znamych genu rezistence a zpuUsobila
epidemie je rasa Ug99, ktera se poprvé vyskytla v Ugandé v roce 1999. Problém spocival v
tom, Ze rasa prekonavala hlavné gen rezistence z Zitné translokace, tedy gen Sr317, ktery byl
v té dobfe pfitomny ve znacném mnozstvi péstovanych odrid (Singh a kol., 2011).

Pfesto je v nékterych Castech svéta i v Evropé gen Sr31 stale ucinny, protoze se zde
zatim nevyskytuje virulentni rasa Ug99 (Singh a kol., 2011).

Proti této rase rzi jsou ucinné napfiklad geny Sr2, Sr13, Sr22, Sr25, Sr26, Sr35, Sr39 a
Sr40 (Singh a kol., 2011).

Aktualné je dulezity gen rezistence proti rzi travni Sr38, ktery zatim nebyl na naSem

uzemi pfekonan (Hanzalova a Bartos, 2018).
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4.4 Geny rezistence ke rzi plevové (¥r geny)

Gen Yr17 vyznamny ve Velké Britanii a na evropském kontinentu ztratil u€innost v roce
1994. Zvysila se totiz plocha, na které byla péstovana odriida s timto genem. Vysledkem byla
epidemie, ktera se postupné rozsifila do Danska, Francie a Némecka (Bayles et al. 2000).

V Ceské republice byl hojné rozsiteny gen Yr9, ktery lezi na translokaci ze Zita, bohuzel
i k tomuto genu jiz existuji virulentni formy rzi plevové (Hanzalova a Bartos, 2015).

Ve studiu z roku 2009 byla provéfena virulence 7 izolatu rzi plevové odebranych z
rozdilnych lokaci (Dansko, USA, Mexiko, Eritrea). Vysledky ukazaly pretrvavajici rezistenci

proti vSem testovanym izolatim u rostlin nesoucich geny Yr4, Yr15 a Yr32 (Milus, 2009).

4.5 Geny rezistence k padli (Pm geny)

Lokalizace Pm genlt v genomu neni nahodila, jsou uspofadany v klastrech v genové
bohatych oblastech genomu (gene-rich regions), (Gill et al., 1996).

Zajimavy je i gen oznacovany jako Pm3. Jde o sérii 10 alel nesoucich predpoklady pro
rezistenci a kazda z nich ma specifitu k urcité rase. (Mclntosh a kol., 2008)

Nedavno byl objeven gen rezistence proti padli oznatovany jako PmAF7DS (Reddy a
kol., 2016).

4.6 Geny rezistence k fuzariozam (Fhb geny)

zapficinénych patogeny rodu Fusarium. Jak ukazuji studie, dédiCnost rezistence k
fuzariozam je prevazné kvantitativnino charakteru (Anderson a kol., 2001). Pro odhalovani
usekl a skupin genu rezistence se tak jevi jako nejlepsi analyza QTL neboli mapovani lokusu
kvantitativnich znak( (Buerstmayar, 2009).

Vyznamny je zejména lokus na chromosomu 3B u pSenice seté oznaCovany jako Fhb1,
ktery navozuje pomérné silnou rezistenci proti fuzarizam. Pro detekci hledané oblasti genu
byly zavedeny SNP markery (Bernardo a kol., 2012).

Druhym vyznamnym a jiz pomérné dobfe zmapovanym usekem je Fhb2, ktery lezi na
chromozomu 6BS (Cuthbert, 2007).

Odolnost obilnin k fuzari6zam by méla byt jednim z cilG pfi Slechténi novych odrad.
Vzhledem k tomu, Ze jde hlavné o nespecifickou rezistenci podminénou vétsim mnozstvim
genl malého ucinku, je kliCova snaha o pochopeni principu dédi¢nosti téchto mechanismu a

jejich vzajemné kombinace s cilem vytvofit co mozna nejvice odolnou odrudu.
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5 Metody detekce gent rezistence
Hledani a vybirani vyhodnych znakld/gent u zemédélsky vyuzivanych plodin v ramci

klasického Slechténi je stejné staré jako jejich domestikace. Tehdy lidé jesté nevédéli, co
zpusobuje, Ze maji nékteré rostliny vétsi klasy a vétsi vynosy. Casem ale zjistili, Ze se tyto
vlastnosti mohou pfenaset. Vybirali nejlepSi kusy, ze kterych ¢ast semen pouzili pro dalSi
sezonu. V kombinaci s pfirodnimi zakony o preziti nejsilnéjSiho a nejodolnéjSiho dochazelo k
vybirani rostlin, které zvladly ve svém genomu skloubit odolnost proti biotickym a abiotickym
stresim a zaroven poskytly vétsi a lepSi vynosy.

S rozvojem védy a znalosti genetiky se objevovalo stale vice metod, jak urcit a vybrat
rostliny se spravnymi geny.

V ramci dnedni detekce genul rezistence k houbovym patogenim se kombinuji tfi
metody - fenotypova a hybridologicka analyza a predpoklad pfitomnosti genu pro rezistenci
diky vyuziti molekularnich markeru, které jsou s danym genem ve vazbé (Hanzalova a Bartos,
2015).

5.1 Fenotypova analyza

U fenotypové analyzy pracujeme s reakci rostliny, pfipadné odrudy, na pusobené
patogena. Porovnava se reakce analyzované odridy s téméf isogennimi liniemi (NILs - nearly
isogenic lines). Isogenni linie se ziskavaji zpétnym kfizenim odrud, u kterych se nachazi
prislusny gen rezistence (Mesterhazy a kol., 2000). U vybrané odridy se testuji reakce na
vybrané rasy patogend.

Reakce je hodnocena podle stupnice se Skalou 1 az 9, pficemz 1 oznacuje nachylnou
odridu s velkym napadenim rzi a 9 oznaCuje rezistentni odridu bez vyskytu infekce
(Hanzalova a Bartos, 2015).

V pripadé, ze je reakce testované odrudy shodna s reakci rostlin z isogenni linie, da se
predpokladat, ze se v dané odrudé naléza pfislusny gen rezistence.

Pro reprezentativni vysledky je vhodné pouziti vét§iho mnozstvi rliznych ras houbové
choroby. Reakce vybrané odridy se nasledné porovna s reakci témér isogenni linie.
Fenotypova analyza vSak neni vhodna v pfipadé, kdy ma odriida vice genu rezistence. V
kazdém pfipadé je vhodné ziskané vysledky podpofit napfiklad analyzou molekularnimi

markery (Hanzalova a kol., 2008).

18



5.2 Hybridologicka analyza

Spociva v kfizeni analyzované odridy s témér izogenni linii, pfipadné vice liniemi, u
nichz se predpoklada shodny gen rezistence. V F2 generaci se zjiStuje, zda jsou vSechny
rostliny rezistentni. Pokud ano, da se predpokladat shoda v lokusech rezistence. Pokud se
vyStépi nachylné rostliny v poméru 1 nachylna ku 15 odolnych, pravdépodobné se jedna o dva
rizné dominantni geny rezistence. Pfi tfech rlznych genech je pomér 1:63. Analyza je
komplikovangjsi kvali genové vazbé mezi analyzovanymi lokusy a vyskytu genetickych
interakci, jako jsou napfiklad supresory genu rezistence. Vysledky se doporucuje ovéfit v F3

generaci, pfipadné podpofit analyzou pomoci molekularnich marker(i (Hanzalova a kol., 2008).

5.3 Molekularni markery

Genetické markery, Ceskym slovem znacky, jsou specificka mista v genomu vykazuijici
polymorfismus, jejichZ polohu v genomu zname, pfipadné ji mizeme dohledat. Klasickymi a
prvné pouzivanymi markery byly morfologické znaky. Dnes se hojné vyuZzivaji molekularni
markery, které vychazi z rozdili v sekvenci DNA (DNA markery) nebo v sekvenci proteint
(isozymové markery) (L6rz a Wenzel, 2008).

Rozvoj molekularnich technik na urovni DNA zaznamenal obrovsky rozvoj hlavné druhé
poloviné 20. stoleti, kdy Watson a Crick (1953) rozlustili dvouSroubovicovou strukturu DNA.

DalSim vyznamnym milnikem pro vytvofeni novych postupu a pouziti molekularnich
markerl bylo vynalezeni metody polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction -
PCR) Mullisem v roce 1983.

V dnesni dobé ziskdvame obrovské mnozZstvi informaci o genomech diky sekvenovani
celych genomu, ale stale je dllezité i genetické mapovani, které se pouziva u plodin
s neznamym genomem. Tvorbu genetickych map umoznily molekularni markery, které se dale
daji vyuzit i pro pfimou identifikaci genu naseho zajmu.

To vede k tomu, Ze se molekularni markery staly revoluéni pomuckou pro potfeby
selekce vhodnych rostlin pro dalSi Slechténi. Jde o metodu oznaCovanou zkratkou MAS
(marker-assisted selection), kdy se pomoci molekularnich markert odhaluji Slechtitelsky
zajimavé geny, nebo se blize zkoumaiji odrlidy s neznamym genotypem. (Vida a kol., 2009)
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Pouziti MAS je vyhodné pro urCovani odolnosti, ktera je jinak hlfe rozpoznatelna.
Metoda pomaha urychlit Slechtitelsky proces a je vhodnou cestou k pyramidovani gen
rezistence, coz miuze poskytovat stabilnéjSi a déle trvajici rezistenci proti vétSimu spektru
patogenu. Na druhou stranu je vSak stale problematické sledovat pomoci molekularnich
markert dédi¢nost rezistence, jez je zaloZzena na vétSim mnoZstvi gend malého uc€inku
(Leonova, 2013).

Vyhodou MAS je i fakt, Ze informaci o pfedpokladané pfitomnosti gend rezistence ve
vazbé s markerem je mozné zjistit z témér jakékoliv ¢asti rostliny (zrno, mlady list), u které se
da provést analyza s pomoci molekularnich marker. Neni tak nutné vypéstovat dospélou
rostlinu, jako je tomu pro potfeby fenotypové &i hybridologické analyzy, coz je Casoveé i

Uskali pfi pouzivani MAS v§ak spogiva v mozné neuplné genové vazbé, kdy vysledek

selekce nemusi pfinést oCekavané vysledky jako pfi selekci s vyuzitim genl v Uplné vazbé.

Pokud vSak dojde k objeveni a publikaci molekularniho markeru ve vazbé s genem pro
rezistenci, nemusi to nutné znamenat jeho bézné rutinni pouzivani. Rozdilné vysledky pfi
genotypem ¢&i chybou zpusobené kvdli citlivosti metody a reprodukce vysledku si ¢asto zada

optimalizaci, nez je mozné jeji viceméné spolehlivé pouzivani (Blasczyk a kol., 2008).

Molekularni markery se pouzivaji nejenom pro detekci genl rezistence u obilnin, ale
slouzi i k vyzkumu jednotlivych ras patogenu. | diky témto technikam je mozné odhalovat nové
rasy, které mohou prekonavat rezistenci u nékterych odrad, a sledovat jejich Sifeni (Lewis a
kol.,2018). Diky tomu je mozné doporucovat vhodné odridy, které maji pfedpoklad odolnosti

proti aktualné Sifené rase houbového patogena plsobiciho na konkrétnim uUzemi.
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5.3.1 RFLP

Prvnim vyvinutym systémem molekularnich marker( byla technika RFLP, ktera se ze
zaCatku vyuzivala hlavné pro mapovani lidského genomu (Botstein a kol., 1980).

Jedna se o techniku nazyvanou polymorfismus délky restrikCnich fragmentt, anglicky
restriction fragment length polymorphism s pouzivanou zkratkou RFLP.

Pri pouziti RFLP markeru se ke Stépeni DNA vyuZzivaji restrikCni enzymy endonukleazy.
Princip je zaloZen na rozdilném cilovém misté, které je endonukleazou rozpoznano. Napfiklad
u jedné odrlidy mize dochazet ke Stépeni v daném misté, ale jina odrida nebude v konkrétnim
misté Stépena a neziskame stejny velky fragment.

Oblast stépeni volime podle toho, jaky druh endonukleazy pouZijeme, protoze kazda
z nich reaguje na jiné cilové misto se specifickym pofadim basi. Velikost jednotlivych
fragmentu zjistime pouzitim gelové elektroforézy, kde se fragmenty rozdéli podle velikosti.

V pfipadé analyzy velkych eukaryotickych genomU se ziskané fragmenty DNA prevadi
zgelu na membranu, kde jsou vybrané fragmenty oznaleny hybridizaéni sondou s
fluorescencnim nebo radioaktivnim znacenim (Southern, 1975 cit. podle Kumar, 2009).

Nakonec probiha detekce v zavislosti na pouzitém znaceni.

Vyhodami jsou pomérné dobra reprodukovatelnost a moznost pouziti na rlznych
druzich organismu. RFLP markery jsou kodominantni. (Powell a kol., 1996)

Dnes se pro rutinni identifikaci genu rezistence pfilis nepouziva. Vétsi pozornosti se tési
molekularni markery zaloZzené na PCR.

Nevyhodou metody je potfeba pomé&rné velkého mnozstvi DNA. Cim vétsi genom, tim
je potfeba vétsi mnozstvi DNA (Kumar, 2009), coz je zrovna u obilnin nepfijemnym problémem.
Dalsimi pfekazkami pro bézné rutinni pouZiti jsou nutnost pfedem charakterizovat markery,

vysoka cena a pomalejsi provedeni.
Markery RFLP se uplatnily napfiklad pfi patrani po usecich s geny Lr34 a Yr18, které

jsou zodpovédné za zpomaleni prub&hu a zmirnéni negativnich projevl infekce (Lagudah a
kol., 2006).
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5.3.2 RAPD

Nahodna amplifikace polymorfni DNA (anglicky randomly amplified polymorphic DNA,
zkratka RAPD) je metoda zaloZzena na PCR. Pouziva se pouze jeden primer, nejCastéji o délce
10 nt, ktery mUze nasedat na protibéznych fetézcich DNA v urcité amplifikované vzdalenosti.
Useky se shodnymi vazebnymi misty se namnozi a mohou byt vizualizovany pomoci gelové
elektroforézy (Lynch a Milligan, 1994).

Hlavni vyhodou je moznost pouziti u organismu s dosud nezmapovanym genomem.
Jako primery se pouzivaji univerzalni nahodné sekvence. Stejny primer je tak mozné pouzit
v ramci rznych odrud i druhl plodin (Nybom, 2004).

Nevyhodou je nizka reprodukovatelnost a problém s porovnanim vysledku vzhledem k
velké citlivosti metody k riznym parametrdm. Pouzivané markery jsou dominantni. Spravna
interpretace vysledkd mize byt komplikovanéjsi (Kumar, 2009).

Dnes se tato metoda spiSe nepouziva, protoze se Castéji uplatiuji specifické markery,
jako jsou STS. Jde vSak o dobrou strategii pro analyzu malo zmapovaného genomu, kde

nemame znalosti sekvence pro pfipravu specifickych primera.

5.3.3 AFLP

Amplified fragment length polymorphism je metoda zaloZzena na PCR s moznosti
soucCasné polymorfismi v genomové DNA. Princip je zaloZzen na kombinaci §tépeni dvéma
restriknimi endonukleazami a vyuziti PCR metody.

Prvnim krokem je nastépeni genomové DNA s vyslednym velkym mnozstvim
fragmentd. Druhym krokem je ligace, kdy se k fragmentim pfipojuji specifické adaptory na
oznaCeni zacCatki a koncu znamych sekvenci. Pro amplifikaci se pouziji primery
komplementarni k adaptorim s nékolikanukleotidovym pfesahem (ve dvou krocich pro ziskani
analyzovatelného poctu fragmentl). Separace fragmentd podle velikosti probiha pomoci
elektroforézy na gelu. Primery jsou znaceny fluorescencni barvou, takze vysledné fragmenty

jsou viditelné po excitaci zafenim (Vos a kol., 1995).

Vyhodné je pouziti nékolika markeri soucasné, kdy nepotiebujeme znat presné
informace o sekvenci. | pfipadné opakovani metody je snazSi v porovnani napfiklad s RAPD
(Paun a Schonswetter, 2012).
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AFLP markery maiji vysokou citlivost a schopnost rozliSeni polymorfismu. Jde tedy o
vhodnou metodu pro studium genetické variabiality napfiklad v ramci jednotlivych odrad

obilnin, pfipadné pro sledovani populaci houbovych patogenu (Barrett a Kidwell, 1998).

Nevyhodou je potfeba vysoce &isté DNA s vysokou molekulovou hmotnosti. Zadouci
neni ani fakt, Ze jde o dominantni markery, takZze neni mozné spolehlivé odhaleni

heterozygotniho genotypu. (Kumar a kol., 2009).

Pro rutinni stanovovani pfitomnosti genu rezistence se dnes tato metoda pouziva spise
méné. Jeji uplatnéni spociva spise ve studovani celych genomu. Dnes jsou AFLP markery z

velké €asti nahrazovany pouzivanim mikrosatelitd nebo STS markeru.

5.3.4 STS

Markery pro detekci konkrétni unikatni sekvece DNA (sequence-tagged site, zkratka
STS) jsou kratké unikatni sekvence amplifikovatelné pomoci PCR. Funguji na zakladé znalosti
konkrétniho polymorfismu lokusu v genomu. Vhodny marker mize byt odvozen napfiklad
pomoci metody RFLP (Gupta a kol., 1999).

Vyhodou je vysoka specifita, diky které se STS markery nabizi jako vhodné feSeni pro
rutinni vyuZziti. Pouzité markery mohou mit dominantni nebo kodominantni charakter (Jones a
kol., 2009).

Mezi dal§i vyhody patfi snadna proveditelnost v primérné vybavené laboratofi a

pomérné nizka cena pro analyzu jednoho vzorku (Kumar, 2009).
Nevyhodou je nutnost znalosti sekvence pro vytvoreni odpovidajicich primeru.

Prvni pouzity STS marker odhalil gen Lr9. (Schachermayr a kol., 1994) A dnes se tento

druh marker( pouziva pro detekci velkého mnozstvi genu rezistence.
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5.3.4.1 SCAR

Na podobném principu funguji také markery SCAR. Jde o amplifikovanou oblast
charakterizovanou sekvenci (anglicky Sequence Characterized Amplified Region se zkratkou
SCAR). Odvozuji se od metody RAPD a na zakladé takto ziskané sekvence vznika par

specifickych primert pro detekci hledaného genu. (Paran a Michelmore, 1993).

Vyhodou je v pfipadé rutinniho pouzivani SCAR markeru rychla a snadna analyza s
pomoci PCR a nasledné vizualizace pomoci elektroforézy na gelu. Pouziti SCAR markeru
vétSinou umoznuje pomérné dobrou reprodukovatelnost. Neni nutné velké mnozZstvi DNA a
analyza vzorku neni pfili§ finanéné naro¢na. SCAR marker je kodominantniho charakteru. Diky
tomu je SCAR marker vhodny pro mapovani gent a MAS.

Pomoci SCAR markeru je mozné stanovit pfitomnost napfiklad gent Lr79 (Gupta a kol.,
2006a) nebo Lr24 (Gupta a kol., 2006b).
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5.3.5 SSR

Markery zalozené na repeticich jednoduchych sekvencnich motivd o nékolika
nukleotidech (anglicky Simple Sequence Repeats, zkratka SSR) je jinym nazvem oznacovano
jako mikrosatelity. Pro vyvoj této metody bylo duleZité poznani, Ze kratké tandemové repetice
o velikosti 1 az 6 bazi se nachazi v genomech v8ech eukaryotickych organismi a pocty
opakovani se lisi, takze jde o lokusy s velkou mirou polymorfismu (Tautz a Renz, 1984).

S timto objevem vznikla nova metoda molekularnich markert zalozena na PCR, ktera
je vhodna pro genetické mapovani, hledani genetické diverzity a hlavné pro MAS.

Pro amplifikaci se pouziva par specifickych pfedem navrzenych primert, které
nasednou do konzervovanych useku v blizkosti tandemovych repetic. Idealni velikost produktu
se pohybuje v rozmezi 100-250 bp. Pro zobrazeni se vyuziva elektroforéza na agarézovém
nebo polyakrylamidovém gelu (Vieria a kol., 2016).

Vyhodou metody je vysoky polymosfismus, nizka cena a pomé&rné snadna moznost
automatizace.

Markery jsou kodominantni (Morgante a kol., 2002). Pro detekci neni vyzadovana
vysoka Cistota DNA a diky pouziti PCR sta¢i mensi mnozstvi, pfiblizné do 100 ng pro reakci
(Kumar, 2009).

SSR markery jsou hojné vyuzivané pro detekci useku DNA nachazejiciho se v blizkosti
genu rezistence a tvorbu postupu, které je mozné rutinné opakovat s pomérné dobrou
reprodukovatelnosti diky del§im pouzivanym primeram (Hayden a kol., 2006).

Markery je mozné pouzit i pro multiplex PCR analyzu, kdy je mozné béhem jedné
analyzy detekovat nékolik riznych lokusu na zékladé rozdilnych délek ziskanych fragmentu.

To pomaha zefektivnit a zlevnit proces analyzy (Ghislain a kol., 2004 cit. podle Kumar, 2009).

Nevyhoda spociva v potfebé nalezeni sekvence pro vytvoreni optimalniho primeru, coz

ztézuje studium druh(, u kterych zatim neni znama sekvence DNA.

PFi porovnani s jinymi dostupnymi metodami vychazi SSR markery jako velmi vhodny

zpUsob pro identifikaci odrid a sledovani vybranych gen( pfi Slechténi.
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5.3.6 SNP

Jednonukleotidové polymorfismy, anglicky Single Nucleotide Polymorphism (SNP) jsou
pouhé zmény jednoho jediného nukleotidu. Je az prekvapive, jak hojné se vyskytuji v ramci

genomu a jsou tak efektivnim nastrojem pro genetické mapovani (Soleimani, 2003).

Zména jednoho nukleotidu mize, ale i nemusi mit vliv na vlastnosti tykajici se odolnosti
nebo naopak nachylnosti k onemocnéni.

Pocet jednonukleotidovych polymorfismU se li§i na arovni druhu i jedincu. (Agarwal a
kol., 2008), takZe jde o velmi pestré spektrum kombinaci. Zkoumani, zda ma zména jednoho
nukleotidu vliv na rezistenci je problematické. A s velkou pravdépodobnosti je Sance, Ze SNP
marker bude nalézat zrovna v misté ovliviiujicim odolnost je v souvislosti s velkym genomem
napfiklad u pSenice, velmi mala. SNP markery jsou v8ak dulezité pro detekci jednotlivych ras
houbovych patogendu.

Prikladem je pouziti SNP markert pro zjisténi pavodu populace rzi travni ve Velké
Britanii. Vysledky ukazaly pfibuznost se rzi travni izolovanou v Etiopii a podobnost se vzorky
odebranymi ve Svédsku a Dansku, coz ukazalo na pfislunost k jedné rasové linii (Lewis a
kol.,2018).

U rostlin se pouziva detekce jednonukleotidovych polymorfismu pomoci bioCipl. V Cipu
jsou pfitomny sondy, které odhali pfipadny polymorfismus na zakladé komplementarity. V
pfipadé pSenice byl navrzen napfiklad Cip pro 90 000 SNP (Wang a kol., 2014).

Vyhodou jednonukleotidovych polymorfismd je kodominantni charakter markeru.
Jakmile je odhaleno misto SNP, pfipravi se vhodné primery a metodu je mozné snadno
automatizovat. Metoda je dobfe reprodukovatelna (Kumar, 2009).

Nevyhodou metody jsou vysoké naklady pro objeveni mista polymorfismu.
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6 Vyhlidky do budoucna

Slechténi na rezistenci proti houbovym patogentm je Zadouci z nékolika divodd. V
prvni fadé jde o hledisko spolehlivosti ochrany, kdy je u nékterych houbovych chorob v pfipadé
pouzivani fungicidnich pfipravkd velmi nejisty vysledek ovlivnény vné&jSimi podminkami.
Samotné pouzivani chemickych pfipravkd pro oSetfeni osiva a rostlin navic neni v souladu s
pravidly ekologického zemédélstvi a zatéZuje Zivotni prostfedi. Pouzivani odolnych odrid je
také levnéjsi. Vybérem odolnéjSich odrud se totiz snizi potfeba mnoZstvi aplikovanych
fungicidnich pfipravkl nejméné o jeden, coz se rovna uspofe zhruba 700 korun na hektar.
(Hanzalova a Bartos, 2015)

Uspé&sné $lechténi a detekce dlileZitych genli by byla mnohem obtiZené&jsi bez moznosti
sekvenovani a genetického mapovani. | kdyZ jde zatim o metody s pfevazné védeckym
vyuzitim, poskytuji cenny podklad pro vyvoj technik k rutinnimu stanovovani vybranych gen,
odliSovani odrud a porovnani jejich pfibuznosti. Vyvoj novych rezistentnich odrid by byl
mnohem pomalejSi bez zakladniho vyzkumu, na jehoz vysledcich stavi vyzkum aplikovany
pomalu pfechazejici k vyuziti v bézné praxi.

Jiz dnes mame pro obilniny vytvofené genetické mapy bohaté osazené nejrizné;jSimi
objevenymi geny pro rezistenci k houbovym chorobam. Zbyva pokraCovat ve vyzkumu a snazit
se co mozna nejlépe prevést ziskané informace do praxe a vytézit z nich maximum pfi
vytvareni potravinové bezpecnosti, jejiz nedilnou soucasti je pravé odolnost péstovanych

odrid obilnin.

Pouziti molekularnich markerd muze najit své vyuziti pro dalsi Slechténi rezistentnich
odrad se snahou ziskavat rizné kombinace vice genu pro rezistenci pfitomnych v jedné
rostliné. Kromé genl velkého ucinku je potfeba zaméfit se i na nespecifickou horizontalni
rezistenci podminénou souborem genl malého ucinku.

V uvahu je potfeba vzit také potencialni vynosnost a kvalitu zrn pro dalSi zpracovani. Je
otazka, jak a jestli viilbec mize pfitomnost genu rezistence ovliviiovat jiné vlastnosti danych

odrid obilnin.

KliCove je propojeni znalosti ohledné struktury a usporadani genomu danych obilnin. Je
potfeba brat v ivahu genové vazby a vzajemné interakce jednotlivych gena.
Selekce vyuzivajici molekularni markery je dulezita i z pohledu relativni bezpecnosti a

pravni jednoduchosti v porovnani s transgennimi obilninami, u kterych jsou provadény cilené
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zasahy a jejichz péstovani je regulovano. Nové vySlechténé odridy na zakladé identifikace
rezistentnich gend a jejich kombinace bez nutnosti zasahu genového inzenyrstvi jsou
spoleCensky pfijatelné bez zadnych vétSich otazek ohledné jejich bezpecnosti.

Detekovani gend pomoci markerl ma potencial i pro vyuziti v potravinaifském pramyslu
pro spravnou identifikaci odrid pro spravné pouziti s ohledem na kvalitativni vlasnosti.

U komercnich odrad stale rozhoduje hlavné vynos a kvalita, s ¢imz nemUze fada nové
vzniklych ,polotovard odrid“ vychazejicich ze Slechténi se zaméfenim na rezistence
konkurovat. MoZnou cestou by tedy mohla byt snaha o kombinaci obou faktort - tj, Slechténi s
ohledem na vynos a kvalitu spojené se zu$lechtovanim pomoci odrud s geny rezistence. Pro
uspéch a uspokojivou rychlost tohoto procesu je dulezité co nejlépe zmapovat genom dané
obilniny, objevit vazby mezi kliCovymi geny a dozvédét se co nejvice o jejich vzajemném
ovliviiovani. Stale vSak existuje cela fada procesu, jejichz identifikace a vysvétleni
mechanismu fungovani zustava zahadou. Napfiklad jak dochazi k expresi jednotlivych gend,
kdy, jak a proC se objevuji inhibitory dllezitych gena velkého & malého ucinku a podobné.
by poskytnout dulezité vysledky. Situaci vSak komplikuje velikost genomu obilnin, coz by mohlo
byt FeSitelné pomoci modernich metod a mozZnosti bioinformatiky a sekvenénich knihoven.
Dnes jiz existuji pomérné obsahlé databaze s osekvenovanymi genomy, nebo vybranymi
¢astmi (napfiklad NCBI, TREP).
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7 Zavér

PSenice, jeCmen, Zito a oves tvofi velkou €ast jidelnicku obyvatel Evropy, ale i dalSich
kontinentd. Spolehlivé a udrzitelné péstovani téchto plodin bez pfiliSnych ztrat na vynosech je
tedy velmi dulezité. Misto klasickych postupu Slechténi se v posledni dobé stale vice pouzivaji
moderni metody molekularni biologie. Cilem Slechténi je zkombinovat dulezité vlastnosti
obilovin, jako jsou vynos, kvalitativni vlastnosti zrna, odolnost proti stresovym biotickym (viry,

bakterie a pravé i houbové choroby) a abiotickym vlivim (sucho a podobné).

Pravé rezistence proti nejCastéji se vyskytujicim houbovym patogenim je hodné
sledovanym faktorem. Pouziti molekularnich markerd otevira nové cesty pro urychleni a
zefektivnéni vyvoje novych odrad. Zadouci je hlavné kumulovani gend rezistence pro riizné
druhy houbovych patogenu, protoZe odrida témér dokonale odolna proti urcité chorobé muize

byt nachylna proti jiné, ktera se dany rok zrovna objevi a stejné dojde k velkym ztratam.

V praci jsem se pokusila shrnout vyznam vybranych molekularnich marker( a jejich

vhodnost pro pouZiti v kazdodenni praxi.

Studium genu rezistence obilnin s pouzitim molekularnich technik nema tak dlouhou
tradici v porovnani s klasickym S$lechténim pomoci vybéru fenotypové odolnych rostlin.
V budoucnu jisté nastane jesté dalSi velky vyvoj a kontrola &i selekce odrid na zakladé

molekularnich marker( se mize stat béznou praxi.
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