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ABSTRAKT

V dnesni dob¢ stale vice stoupa zajem o lepsi a zdravéjsi potraviny, proto se velka
pozornost zaméfuje na barevné psSenice s vysokym obsahem anthokyanti. Pozitivni vliv
anthokyanti v podobé¢ antioxidacnich uc€inki byl prokdzédn v mnoha studiich. Na zaklad¢
toho se usiluje o Slechténi novych odrid pSenic s nestandartnim zbarvenim obilky.
Z kolekce genotypti, pochazejicich z Agrotest Fyto Kroméfiz s. r. 0. bylo analyzovano
Sestnact genotypu pSenice seté (Triticum aestivum L.) s purpurovym perikarpem a dva
genotypy s Cervenymi obilkami, pouzitymi jako standartni kontroly. Byly provadény
analyzy zalozené na PCR pomoci specifickych primerd. Detekovaly se alely Pin
proteini (Pina-D1 a Pinb-D1), ovliviwyjici tvrdost obilek. U téméf poloviny vzorkt
nebyl detekovan PCR produkt pro lokus Pinb-D1 a zbyvajici genotypy vykazuji
genetické predpoklady pro hardness (tvrdé) obilky. Dalsi analyzy byly provedeny
na detekci nulovych alel Waxy genii. U vybranych genotypti se nenachazela zadna
nulova alela. Dulezitou soucésti pekatské kvality jsou nizkomolekularni gluteniny,
udavané lokusem Glu-A3 s vysokou alelickou variabilitou. V analyzovanych vzorcich
byly detekovany alely Glu-A3d a Glu-A3f, diky kterym mohou mit tyto genotypy

zadané vlastnosti pro pekarské ucely.

Kli¢ova slova: T. aestivum L., purpurovy perikarp, PCR, nizkomolekularni
podjednotky glutenind, purinoindolin, Waxy geny.



ABSTRACT

Nowadays, there is a growing interest in better and healthier food, a lot of attention
is focussed on colored wheat with high anthocyanin content. The positive effect
of anthocyanins is their antioxidant effects which has been demonstrated in many
studies. On this basis, there is effort to breed new wheat varietes with non-standard
coloration of the grain. From a collection of genotypes provided from Agrotest Fyto
Kroméfiz Ltd. Sixteen genotypes of wheat (Triticum aestivum L.) with purple pericarp
and two genotypes with red grains used as standard controls were analyzed. PCR-based
analyses were performed using specific primers. The Pin protein alleles (Pina-D1
and Pinb-D1) were detected affecting the kernel hardness. Nearly half of the samples
did not form the PCR product for Pinb-D1 locus and the rest of genotypes shower
genetic predisposition for hardness grain. Further analyzes were performed
on the detection of null alleles of the Waxy genes. Any null alleles were found
in selected genotypes. An important part of baking quality is low molecular weight
glutenins, labeled with Glu-A3 locus with high allelic variability. Glu-A3d and Glu-A3f
alleles were detected in analyzed samples, which may have these genotypes as required

for baking purposes.

Key words: T. aestivum L., purple pericarp, PCR, low molecular weight glutenin

subunits, purinoindolyl, Waxy genes.
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1 UvVOD

P3enice seta (Triticum aestivum L.) je nejvice péstovanou plodinou v Ceské
odvétvich, predevsim v potravinafstvi ve vyrobé peciva, suSenek, téstovin aj., dale
v krmivaistvi jako potrava pro hospodarska zvifata a uplatnéni nachazi také v primyslu
pii vyrobé Skrobu a lihu. VéEtSina péstovanych pSenic jsou tetraploidnich
soucasti pSenice jsou jeji obilky, které jsou zdrojem bilkovin, vldkniny, v mensSim
mnozstvi vitamini a mineralti. Tradicné péstované jsou odridy pSenic s Cervenym
zbarvenim obilky.

V soucasné dobé se ale velky zdjem zaméfuje na pSenice s nestandartnim zbarvenim
obilek, jako je purpurova, Zlutd a modra. Tyto pSenice jsou zajimavé diky obsahu
rostlinnych barviv, obzvlast’ anthokyand, které jsou vyznamné diky svym antioxida¢nim
vlastnostem a moznou prevenci vuéi civilizaénim chorobam. U standartnich odrad
pSenice seté (Triticum aestivum L.) se klade velky duraz na pekaiskou kvalitu, ktera
je determinovana mnoha faktory, jak genetickymi, tak enviromentalnimi. Vyznamnou
vlastnosti obilek je jejich tvrdost (Hardness), dulezitd pro mlynafskou jakost. Tvrdost
obilek je ovliviiovana Pin proteiny, lokalizovanymi na chromozomu 5D. Dulezitou roli
hraje obsah a kvalita §krobu v obilkach. Skrob je tvofen podjednotkami amylozy
a amylopektinu. Jejich pomér je ovlivitovan Waxy geny, kdy ptitomnost nulovych alel
ukazuje na miru voskovitosti obilky, které jsou zadané v asijskych zemich pro vyrobu
téstovin. Sleduje se také zastoupeni a kvalita nizkomolekularnich glutenint na lokusu
Glu-A3, jejichz alelické slozeni udava kvalitu lepku, nepostradatelnou v produkci
riznych druhti peciva.

Vsechny tyto charakteristiky maji urCitou variabilitu v alelickém sloZeni. Jejich
detekce a rozliSeni se provadi pomoci metod molekularni biologie. Jedna se o metody
vyuzivajici DNA markery, obvykle zalozené na PCR, které jsou také velmi napomocné

ve vybéru odrad pro Slechténi v ramci markery asistované selekce.

10



CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na problematiku vyuziti molekuldrnich markert
ve Slechténi pSenice s nestandardnim zbarveni obilky se zaméfenim na genotypy
S purpurovym perikarpem.

Izolace genomické DNA vybranych genotypd/linii pSenice s purpurovym
perikarpem, vCetné standardt (kontrol).

Realizace vlastnich PCR reakci pro detekci marker vyuzitelnych pro markery
asistovanou selekci na technologickou u pSenice s nestandardnim zbarvenim
obilky, véetné elektroforetické separace a piipadné optimalizace PCR protokolt.

Vyhodnoceni a interpretace vysledki, véetné doporuceni pro praxi.

11



3 LITERARNI PREHLED

3.1 PSenice seta

3.1.1 Systematické zarazeni a historie rodu Triticum

PsSenice seta (Triticum aestivum L.) je jednodélozna, cévnata rostlina, taxonomicky
fazena do Celedi lipnicovitych (Poaceae). Existuji 3 podskupiny, které se lisi v poctu
sad chromozoml, a to diploidni, tetraploidni a hexaploidni. Mezi diploidni
(2n =2x =14) pSenice je fazena psSenice jednozrnka, a to jak plana forma
(T. boeticum L.), tak kulturni forma (T. monoccocum L.). Jednozrnky se obvykle
vyznacuji kvétenstvim typu lichoklas se dvéma kvitky.

Tetraploidni (2n = 4x = 28) pSenice zahrnuji tvrdé psenice (T. durum Desf.), které
jsou vyznamné ve vyrob¢ téstovin a je nejvice rozSifena v jizni Evropé. Pro tvrdou
pSenici je typickd neochmytend, sklovitd obilka s dlouhymi osinami.

Nejvyznamnéjsi je ovSem hexapolidni (2n = 6x = 42) pSenice, kam fadime pSenici
setou (T. aestivum L.) a také velmi znamou pSenici Spaldu (T. spelta L.). U pSenice seté
muzeme rozliSit celkem 4 variety — lutescens, ferrugineum, milturum a erythrospermum.
Typickymi znaky je riizné husty lichoklas, osinaty nebo bez osin a nelamavy. Spalda
se péstuje vozimé 1 jarni formé, stidSim klasem a pluchatych obilkdch
(ZIMOLKA et al., 2005).

Piivod hexaploidni pSenice saha aZ do pozdni doby kamenné, kdy byly péstovany
prvni  domestikované plodiny, zahrnujici nejen pSenici, ale 1 jeCmen
(GONCHAROV et al., 2008). Beéhem svého vyvoje byl genom hexaploidni pSenice
pod vlivem riznych evolucnich sil. Obecné by se dalo fici, ze zakladni struktura
je vysledkem velkych genomovych piestaveb, polyploidizace, fize chromozomu,
zahrnujici ztrdtu genli nebo celych chromozomt, pochdzejicich od riznych predki
(CHOULET et al., 2010). Na zaklad¢ molekularnich analyz sekvenci jadernych
a chloroplastovych DNA byla zjisténa shoda u evolu¢né starSich druhli a vytvofen
fylogeneticky strom. Spoleénymi piedky dne$ni pSenice jsou rody Triticum a Aegilops
(Obrazek 1). Analyzy prokazaly, ze donorem genomu A je rod Triticum, zahrnujici
T. monoccocum, T. urartu a T. boeticum L. (GONCHAROV et al., 2008). Rod Aegilops

je donorem genomu B. Ktizenim plané T. urartu s Aegilops speltoides, ktera jiz dnes
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neexistuje, doslo ke vzniku tetraploidnich pSenic (LUO et al., 2007). Nasledné kiizeni
tetraploidnich psSenic s donorem D genomu — Aegilops squarrosa L. (syn. Ae. tauschii

Coss) doslo postupné ke vzniku hexaploidni pSenice T. aestivum.

Prototyp (2n = 14)

/

Tr iticum Aegilops

/ \ Ae. spelrozdes

T. boeoticum  T. urartu  Ae. spelrozdes Ade. spe[rozdes Ae. squarrosa (2n = 14)

A4 A4 DD
T. arar arzcum (’n =28) T. monococcum Triticum (2n = 28)
GGA'A® BBA"A"
T. hukoxslm (7;1 =42) T. aestivum (2n = 42)
GGA’ A A4 BBA"A"DD

Obrézek 1 Schéma vzniku pSenice (GONCHAROV, 2002).

3.1.2 Charakteristika obilky

Rostliny pSenice maji sloZzeny klas, tvofeny podobné jako stonek c¢lankovanym
vietenem, na které pfisedaji jednotlivé klasky obsahujici dva aZ pét kvitkl s plevami.
Z vngjsi strany jednotlivé kvitky chrani pluchy, které mohou byt osinaté. Plodem
pSenice je obilka, ktera se sklada ze tii zakladnich ¢asti — embryo, endosperm a obaly
(Obrazek 2) (ZIMOLKA et al., 2005).

Embryo neboli zarodek je nejmensi Casti pSeni¢né obilky, tvoii asi 3 % jeji
hmotnosti. Nachazi se na bazi hibetni strany obilky. Z vrchni strany je kryty oplodim
a osemenim. Prvni déloha (Stitek) pfiléhd k endospermu a na apikélni stran¢ se nachazi
vzrostny vrchol se zaklady listl, ktery je kryty blanitou pochvou, koleoptili. Hypokotyl
se zarodky kofenl se nachazi na bazalni stran¢ (EVERS a MILLAR, 2002). V embryu
je obsazeno také velké mnozstvi enzymd, predevsim alfa-amylazy schopné stépit Skrob,

coz snizuje technologickou kvalitu, a proto byva pifed mletim mechanicky
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odstranovano.  V nékterych  pfipadech se  vyuzivaji  inhibitory enzymu
(CORNELL a HOVELING, 1998)

Nejvetsi Cast obilky zaujima pravé endosperm (80 — 85 %). Tvoii ho velké
tenkosténné bunky trojuhelnikovych tvaru se Skrobovymi zrny, které plni zasobni
funkci. Na endosperm tésné priléha aleuronova vrstva, ktera je bohatd na proteiny
a enzymy dulezité pro kliceni (BELDEROK et al., 2000).

Mezi obalové vrstvy fadime oplodi (perikarp) a osemeni (testa). Pod nimi
se nachazi aleuronova vrstva, ktera tésné piiléha k endospermu. Oplodi tvoii
jednovrstevna pokozka, epidermis z celul6zovych bun€k a pod ni nalezneme jednu nebo
dvé vrstvy podpokozkovych bun¢k (EVERS a MILLAR, 2002). Hlavni funkci oplodi
je ochrana obilky pfed mechanickym poskozenim, kratkodobymi ucinky vody
a skodlivymi latkami (PRIHODA et al., 2004).

Osemeni je ulozeno pod oplodim, v jeho bunkach jsou ulozena néktera barviva
(xanthofyly a karotenoidy), urcujici vnéjsi vzhled obilky. Také zde nalezneme
polysacharidické latky, které pfispivaji k udrzovani vlhkosti zrna a maji vliv
na bobtnani. Aleuronova vrstva na povrchu endospermu obsahuje z velké ¢&asti
bilkoviny (30 %), také mineralni latky a ukladaji se zde barviva pro modré zbarveni.

Obalové vrstvy jsou obvykle souéasti otrub (SRAMKOVA et al., 2009).

Obrazek 2 Obilka pSenice na podélném fezu. A — endosperm, B — oplodi, C — testa,

D — aleuronova vrstva, E — kli¢ek. Upraveno dle TROJAN et al. (2014).
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3.1.3 Chemické sloZeni obilky

Nejpodstatngjsi cast pSenicné obilky tvoii sacharidy, z nichz je zde zastoupena cela
fada. Mazeme zde nalézt polysacharidy, Skrob, celuldézu, hemicelulozy, pentosany,
monosacharidy a oligosacharidy. Nékteré sacharidy zaroven tvotri komplexy s lipidy
nebo bilkovinami, v tom ptipad¢ se jedna o glykolipidy a glykoproteiny. Nejvice je vSak
zastoupen $krob, a to 50 — 70 %. Skrob slouzi jako zasobni latka a je tvofen dvéma
zakladnimi slozkami — amylézou a amylopektinem (PRUGAR et al., 2008). Pomér
a obsah amylézy a amylopektinu zasadné ovlivituje kvalitu Skrobu a jeho stravitelnost
(NAKAMURA et al., 1993).

Velmi vyznamnou soucasti obilky jsou bilkoviny, jejichz zakladni stavebni
jednotkou jsou aminokyseliny. Jednd se o vysokomolekularni slouceniny, jejichZ
struktura a aminokyselinové sloZeni jim dava specifické vlastnosti. Obsah bilkovin
V pSeni¢né obilce je asi 8 — 20 %. Jsou ulozeny pfevazné v aleuronové vrstveé
a endospermu.

Dle rozpustnosti se bilkoviny obsazené v obilce rozdéluji do ¢tyi skupin:

e albuminy — rozpustné ve vodg,

e globuliny — rozpustné v solnych roztocich,

e gliadiny (prolaminy) — rozpustné v 70% ethanolu,

e gluteniny — ¢aste¢né rozpustné ve zifedénych roztocich slabych kyselin.

Gluteniny a gliadiny jsou zasobnimi bilkovinami a spole¢né tvoifi lepek
(CORNELL et al., 1998). Bilkoviny maji zasadni vyznam v technologické kvalité
a zaroven ovliviiuji nutriéni a krmné hodnoty (PRUGAR et al., 2008).

Dalsi slozkou pSeni¢né obilky jsou lipidy. Obiloviny obecné obsahuji pomérné malé
mnozstvi tuktl (1 — 3 %). Lipidy jsou tvofeny nasycenymi mastnymi kyselinami, z nichz
ma nejveétsi zastoupeni kyselina linolova, déale palmitova, olejova, linolenova nebo
kyselina stearova. Svoji ulohu lipidy hraji pfi hnéteni tésta, kdy se nékteré vazou
do struktury lepku. Mohou ale také mit nezadouci vliv pfi $patném skladovani mouky
a vyssi vlhkosti, pii kterém muze dochazet ke zluknuti (PRIHODA et al., 2004).

V aleuronové vrstve a klicku jsou obsazeny také vitaminy. MiZzeme znimit vitaminy
skupiny B, vitamin A, C a E. Jsou to vyznamné antioxidanty, ale jejich obsah
Vv obilovinach je nizky, protoze vétSina jich je obsaZena v otrubach, a proto se jich

do kone¢nych produkti dostava jen zanedbatelné mnozstvi (VACULOVA et al., 2003).
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Velmi dilezitou slozkou obilky jsou také rostlinna barviva — Xxanthofyly,

karotenoidy a anthokyany, které jsou popsany v kapitole 3.3.1.

3.2 Kbvalita pSenice

Kvalita neboli jakost pSenice je souborem mnoha velmi dalezitych znaku, které
musi odpovidat uréitému standardu na zakladé pozadavki spottebiteltl a zpracovatelil.
Kwvalitu pSenice také mizeme hodnotit z nékolika hledisek (ZIMOLKA et al., 2005):

e technologickd jakost — obsah u¢innych latek, zpracovatelnost,

e hygienicka jakost — zdravotni nezavadnost,

e nutri¢ni jakost — vyhovéni nutri¢nim pozadavkim,

e senzoricka jakost — vzhled, kiupavost,

e uzitnd jakost — smér a zpisob vyuZiti, trvanlivost.

Technologicka jakost je sice geneticky determinovana, ale velky vliv zde hraji
I environmentalni podminky, jako pocasi, ale také zvolena agrotechnika.
Pro technologickou jakost ma zéasadni vliv obsah a slozeni bilkovinného komplexu
Vobilce, a to pfedev§im u kynutych produktii. Jednd se o bilkoviny endospermu
ze skupiny prolaminu, které spolecné s vodou tvoii lepek (HUBIK A MARECEK, 2002).
Gluteniny jsou polymerniho charakteru, jednotlivé podjednotky jsou spojovany
disulfidickymi vazbami. Na zakladé¢ $t€peni pomoci redukénich Cinidel je mozné
jerozdélit na vysokomolekularni (HMW-GS) a nizkomolekularni (LMW-GS)
podjednotky (BusHuk A BEKES, 2002). Tyto podjednotky tvoii alelické kombinace
vriuznych odridich a jsou pifimo spojeny s pekaiskou jakosti pSenice
(BRADOVA A STOCKOVA, 2010). Technologickou jakost miizeme rozdélit na zakladé
hodnocenych parametri (ZIMOLKA et al., 2005):

e Mlynaiska jakost — pokusny zamel, objemova hmotnost, hmotnost tisice zrn,

vytéznost mouky, obsah popela v krupicich, mouce, tvrdost zrn, sklovitost.

e Pckafska jakost — obsah bilkovin, obsah a vlastnosti lepku, sedimenta¢ni

hodnota, ¢islo poklesu, fyzikalni vlastnosti tésta.
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3.2.1 Ukazatele pekaiské kvality

Pozadavky pro potravinaiskou psenici jsou stanoveny normou CSN 46 0011-1,

dle které musi spliiovat dané parametry.

3.2.1.1 Cislo poklesu

Nasledkem startu kliceni obilky se pomoci hydrolytickych enzymt poskozuji
pekaiskou kvalitu, tésto je hlfe zpracovatelné a lepivé, vysledné pecivo ma mensi
objem (NOVOTNY A HUBIK, 1997). Zjistovani ¢isla poklesu spociva v sledovani aktivity
alfa-amylazy po vlozeni suspenze mouky s vodou do vrouci lazn¢, kdy dojde
pusobenim amylazy ke ztekuceni Skrobu. Pomoci viskozimetri se méfi Cas
v sekundach, za ktery dojde k poklesu michadla o danou vzdalenost. U potravinaiské
pSenice by hodnota ¢isla poklesu méla byt vys§si nez 220 sekund

(PRiHODA A HRUSKOVA, 2007).

3.2.1.2 Sedimentacni test - Zelenyho test

Sedimentacni test slouzi jako ukazatel viskoelastickych vlastnosti lepkovych
bilkovin, zodpovédnych za udrzeni plynt pro objem peciva. Test funguje na principu
bobtnani zrn v roztoku kyseliny mlééné. Cim vys§i hodnoty, tim lepsi kvalita. Pomoci
tohoto testovani se vyfazuji odridy s nizkym obsahem dusikatych latek a Spatnou

kvalitou lepku, které jsou nevhodné pro pekaiské ti¢ely (ZIMOLKA et al., 2005).

3.2.1.3 Objemovd hmotnost

Objemova hmotnost souvisi s vytéZnosti mouky jako ukazatel mlynarské jakosti.
Je ovlivitovana podminkami péstovani v daném roce, v€asnou sklizni, ale mimo jiné
odridou (KuLp a PONTE, 2000). Je to pomér hmotnosti obilovin vi¢i objemu. Pii
stanoveni objemové hmotnosti je nutné vysuSit zrna na pozadovanou vlhkost

a odstranéni neéistot. Vyjadiuje se v kg.hl™* (PRUGAR et al., 2008).
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3.2.1.4 Obsah lepku

Lepek je velmi dulezitou soucasti kvality pekatské pSenice. Tvoii jej bilkoviny
ze skupiny gluteninli a prolamind. Samotné slozeni a pomér téchto bilkovin udavaji
kvalitu lepku — gluteniny zajistuji pruznost a bobtnavost, zatimco gliadiny taznost
a lepivost (WIESER, 2006). Kvalita lepku se hodnoti pomoci tzv. gluten indexu, ktery

nam dava informaci o pevnosti a zpracovatelnosti tésta (BOTH a CHLOUPEK, 2005).

3.2.1.5 Vihkost

Vlhkost vyjadiuje obsah vody v celych obilkach pSenice. Stanovuje se v procentech

a jeji maximalni obsah je dan normou CSN pro pekaiskou pienici (CSN 46 1200-2).

3.2.1.6 Obsah dusikatych latek

Dusikat¢ latky maji vliv na fyzikdlni 1 chemické vlastnosti tésta
(KuLP a PONTE, 2000). Vétsi obsah dusikatych latek ma pozitivni vliv na tésto a objem
peciva. Naopak nizky obsah dusikatych latek se snizuje kvalita tésta a taznost lepku.
Stanovuje se pomoci Kjeldahlovy nebo NIR (Near Infra-Red) metody (NovoTNY
a HuBik, 2006).

3.2.1.7 Primési a necistoty

Podle norem CSN 46 1100-2 a CSN 46 1200-2 jsou jako piimési definovany
zlomky zrn, tedy mechanicky poskozena zrna nebo zrna poskozena Skuadci, ktera
propadnou sitem s otvory o priméru 2 mm. Za necistoty mohou byt povazovana cizi
semena, cizi Skodlivé latky, ndmel, plesniva nebo jinak napadend zrna. Necistoty jsou

veskery propad sitem o velikosti otvord 1 mm (SEDLACKOVA, 2010).

3.3 Flavonoidy

Pigmenty, které zplsobuji zbarveni kvétld, plodi a semen jsou flavonoidy.
Jsou to sekundarni metabolity, Siroce rozSifené u rostlin. MiZeme je rozdélit do Sesti
zakladnich podskupin — chalkony, flavony, flavanoly, flavandioly, anthokyany a

proanthokyany nebo kondenzované taniny (Obrazek 3) (FERREYRA et al., 2012).
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Lusténiny a mensi pocet jinych rostlin dokazou syntetizovat specializované flavonoidy,
jako jsou isoflavonoidy (WANG, 2011). Bylo identifikovano vice nez 6000 riznych
flavonoidii a pravdépodobné to neni konecné mnozstvi. Odlisné flavonoidy maji
rozdilné biologické funkce zahrnujici ochranu proti ultrafialovému zéafeni (UV),
fytopatogenlim, signalizaci béhem nodulace, transport auxinli nebo zbarveni kvétl jako
atraktant pro opylovate (BRADSHAW a SCHEMSKE, 2003). Flavonoidy jsou také
zodpovédné za ochranu bunék listh pfed fotooxidativnim poskozenim a piedCasnou
senescenci. Pravdépodobné nejstarsi a nejvice vyznamné jsou flavonoly, které

se ucastni stresové reakce (FERREYRA et al., 2012).

Chalkon Flavon Flavonol
N O |
0 o 0
Proanthokyanidin Anthokyanidin Flavandiol

OH OH
OH

Obrazek 3 Struktura zakladnich podskupin flavonoidi. Upraveno podle
FERREYRA et al., 2012.

Flavonoidy jsou syntetizovany pies fenylpropanovou cestu, kde je transformovan
fenylalanin na kumaroyl-CoA, ktery vstupuje do biosyntézy flavonoidi. Prvni enzym
specificky pro flavonoidovou drdhu je chalkon syntiza, kterd tvoii tzv. chalkonové
leSeni, ze kterého jsou odvozeny vSechny flavonoidy. Obecné syntetické drahy jsou
Vv rostlindch konzervativni a podili se na nich skupina enzyml jako izomerazy,
reduktdzy a hydroxylazy. V zavislosti na druhu rostliny vznikaji rizné modifikace

a podtiidy flavonoidt (BOWLES et al., 2005).
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3.3.1 Anthokyany

Anthokyany jsou bioaktivni latky s fotoprotektivni a antioxida¢ni schopnosti.
(KONG et al., 2003). Jsou zodpovédné za modré, fialové, Cervené a ptipadné oranzové
zbarveni rostlinnych pletiv (ZOFAJOVA et al., 2012). Jedna se o sekundarni metabolity
produkované rostlinami, které jsou tvofené riiznymi sloueninami. Nejcastéji se jedna
o fenolické latky. Jejich hlavni vyznam spociva v prevenci chronickych chorob,
jako je obezita, rakovina, diabetes, kardiovaskularni choroby. Pro lidské zdravi
ma zasadni vyznam jejich antioxidacni aktivita (MAZZONCINI et al., 2015). Antioxidacni
ucinky zavisi na poloze hydroxylové skupiny. Tyto vyznamné latky mlizeme nalézt
nejen v otrubach, ale také v obilce pSenice, kde se vyskytuji v nerozpustné formé
(LIYANA-PATHIRANA a SHAHIDI, 2006). U pSenice je obsah a kvalita fenolickych
slouenin udavdna genotypem, vngjSim prostfedim, ale i1 interakcemi mezi nimi
(Lvetal., 2012).

Protoze anthokyany patii do skupiny flavonoidi, jejich biosyntéza probiha pies
fenylpropanoidovou a fenylpropanoidacetatovou cestu, kde vyznamnou roli hraji
enzymy fenylalaninamoniumly4dza (PAL) a tyrosinamoniumlydza (TAL). DalSimi
enzymy, které vyznamné ovliviiuji tyto biosyntetické drahy jsou chalkonsyntaza (CHS),
flavanon 3-hydroxylaza (F3H), dihydroflavonol 4-reduktaza (DFR), chalkonisomeraza
(CHI) a dalsi (LIN et al., 2003). Produkce anthokyant je ovlivilovana geny, které jsou
zaroven zodpovédné za jejich degradaci a zaroven regulacnimi  geny
(Ficco et al., 2004). Biosyntetické drahy jsou stale intenzivné studovany a jejich
pochopeni muize napomoci ve Slechténi nestandartné zbarvenych odrid pSenice

a zaroven i navyseni obsahu zdravi prospé$nych latek (MARTINEK et al., 2014).

3.4 PSenice s nestandartnim zbarvenim obilky

Nestandartni zbarveni obilky je zptisobeno syntézou rostlinnych barviv, v pripadé
pSenice se jedna pfevazné o anthokyany ze skupiny flavonoidl. Biosyntéza barviv
je ovliviiovana geny pro pigmentaci obilek, které jsou povazovany za transkripcni
faktory strukturnich genti pro biosyntézu flavonoidi (WANG A SHU, 2007).

Exprese zbarveni obilky se méni v zavislosti na tom, jakého piivodu je dané pletivo.

Obilka pSenice se geneticky sklada ze 4 typt pletiv: oplodi (perikarp), osemeni, embryo
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a endosperm. Osemeni a oplodi jsou matefskd pletiva odvozena od plodolistu
a vajecnych obalil. Vzhledem k tomu, ze fialova barva je exprimovana v perikarpu, neni
mozné sledovat segregaci mezi jednotlivymi zrny uvnitt klasu. V pfipad¢ triploidniho
endospermu dvé davky genetické informace ptichazi od mateiské a jedna od otcovské
rostliny. Protoze je aleuronovd vrstva soucasti endospermu, bude exprese modrého
a zlutého zbarveni endospermu zaviset na genové davce, a to muze vést k rozdilné
segregaci barev mezi zrny dokonce v jednom klasu. Geny pro modry aleuron a fialovy
perikarp se nachazi na rtznych chromozomech, proto lze v F, generaci pozorovat
velkou $kalu zbarveni (LACHMAN et al., 2017). Jev kdy, dochazi k rozdilné segregaci pii

reciprokém kiiZeni v F, generaci se nazyva fenomén ,,xenie* (ZEVEN, 1991).

3.4.1 Cervena a bila p3enice

U naprosté vétSiny souCasné péstované pSenice je zbarveni zrna Cervené, méné
Casto bilé. Zaroven jsou znamy i pSenice s vyrazné odliSnym zbarvenim obilky, které
je dano rostlinnymi pigmenty — karotenoidy, flavonoidy, anthokyany, nékterymi
fenolickymi slouc¢eninami. Tato barviva v lidském téle maji dilezité¢ antioxidacni
u¢inky (MARTINEK et al., 2014).

Cervené zbarveni je fizeno jednou az tiemi dominantnimi alelami R-A1, R-B1 nebo
R-D1 na chromozomu 3 (MARTINEK et al., 2014). Jediny lokus S exprimujici
dominantni alelou, je dostaCujici pro cervené zbarveni. Bilé zbarveni je tedy dano
sestavou recesivnich alel ve vSech tfech lokusech. Stupeni cCervené barvy je dan
aditivnim G¢inkem, tzn. uréovan po¢tem dominantnich alel (LACHMAN et al., 2017).
Barevny pigment je tvofen derivaty katechinu a taninu, které¢ vychdzi z biosyntézy
flavonoidd. S tim samoziejmé souvisi 1 vys§i obsah hotkych fenolovych komponent
Vv Cervené zbarvené pSenici, také nizsi aktivitu hydrolytickych enzymi a lepsi odolnost
proti kliceni. Fenolické kyseliny jsou nizkomolekuldrni slouceniny s antioxidaéni
aktivitou a mohou byt v obilkdch oxidovany pomoci polyfenol oxiddzy na tmavé
zbarvené slouceniny (taniny a ligniny). Ty nésledné inhibuji lipoxygendzu a jsou
nekompetitivnimi inhibitory s protektivni funkci proti nemocem. Bilé obilky maji nizky
obsah polyfenol oxidazy a diky absenci hotkych latek jsou produkty z bilé pSenice

piirozen¢ slads$i, coz je vyhodou napiiklad v cukréfstvi. PSenice s bilymi obilkami
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Jjsou nachylngjsi ke kliceni, ale mleti umoznuje vyssi vytéznost z mouky a diky tomu

obsahuje vice vlakniny, mineralnich latek a bilkovin (LACHMAN et al., 2003).

3.4.2 Modra a zZluta pSenice

PsSenice s anthokyany obsazenymi v aleuronové vrstvé oznacujeme jako modré
pSenice. Linie modrych pSenic maji vnesenou ¢ast chromatinu z planych ptibuznych
pSenic, jako napiiklad Thinopyrum ponticum a Triticum monococcum, které jsou donory
genti Bal a Ba2 zodpovédné za biosyntézu anthokyani. Tyto geny jsou lokalizovany
na dlouhém rameni chromozomu 4A (Ba2) a 4B (Bal) (BURESOVA et al., 2015).
Pomoci kapalinové chromatografie (HPLC) byly detekovany u modrych pSenic
delfinidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid, definidin-3-rutinosid a kyanidin-3-rutinosid,
patiici mezi anthokyany (ABDEL-AAL et al., 2008).

Zluté zbarvené obilky pSenice jsou obvykle tetraploidni pSenice tvrdé, diky své
pevné struktufe vhodné na vyrobu téstovin. Zlatava barva endospermu pak udava
typickou barvu téstovin. Je to zpisobeno Zlutymi pigmenty — luteinem a zeaxanthinem.
Zluté zbarveni endospermu je determinovano predeviim dvéma lokusy Psyl a Psy2,
které se nachdzi na chromozomech 5 a 7. Dokonce i nékteré hexaploidni pSenice maji

Zluty endosperm, ale zbarveni neni moc vyrazné (LACHMAN et al., 2017).

3.4.3 Purpurova pSenice

Purpurova barva je zplsobena geny pro purpurovy perikarp (oplodi),
oznacovanymi Pp, které byly prevedeny do pSenice set¢ z tetraploidni
Triticum turgidum L. ssp. abyssinicum, pochazejici z Etiopie. Charakteristicka
je pfitomnost anthokyanti na povrchové vrstvé obilky (perikarpu) (Obrazek 4)
(MARTINEK et al., 2014). Nejvétsi zastoupeni ve fialovych obilkach maji slouceniny
kyanidin 3-glukosid, kyanidin 3-rutinosid a sukcinyl glukosid (KNIEVEL et al., 2009).
V pripad¢ tetraploidni T. durum byl gen Pp nalezen na kratkém raménku
7B chromozomu, zatimco u hexaploidnich pSenic se nachdzi na dlouhém raménku
chromozomu 7B (KHLESTKINA et al, 2010). U odridy Purple Feed byly
na chromozomech 7A a 7B identifikovany dva geny Ppl a Pp2, zatimco u odridy
Purple byly detekovany Ppl a Pp3 (ARBUZOVA a MAYSTRENKO, 2000). Pozdégji bylo
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zjisténo, ze Pp3 se sklada ze dvou alel, které byly pojmenovany Pp3a a Pp3b
(DOBROVOLSKAYA et al., 2006). Ob¢ alely se nachazi v centromerické oblasti
chromozomu 2A (RUCKSCHLOSS et al., 2010). Na chromozomu 7D, kde se nachazi geny
pro fialovou barvu je zaroven také lokus Rc-D1 pro Cervené zbarveni koleoptile.
Homologni sada Ppl je popsana jako Pp-Al na 7A, Pp-B1 na 7B a Pp-D1
na 7D chromozomech. Geny Ppl a Pp3 jsou komplementarni, ale koduji odlisné typy
transkripcnich faktorit (GORDEEVA et al., 2015). Byly studovany ucinky kombinaci
Pp3 a Ppl alel na piepisu TaMycl, ktery koduje transkripéni faktor MYC. V genotypech
nesoucich dominantni alelu Pp3 byl TaMycl siln¢ prepisovan v perikarpu a mnohem
mén¢ v koleoptile a v listech. Bylo zjisténo, ze dominantni alely Ppl-D1 potlacuji
transkripci TaMycl (LACHMAN et al., 2017).

Imm

Obrazek 4 Purpurovy perikarp a) lom zralou obilkou (MARTINEK, ZVU Kroméfiz,

s.r.0.), b) mikroskopicky snimek ulozeni barviva (TROJAN et al., 2011).

3.4.4 Soucasné vyuziti barevnych pSenic

Vzhledem k tomu, Ze v poslednich letech velmi roste poptavka o potravinach
S vyS8§imi piinosy pro lidské zdravi, zaméfuje se Slechténi rostlin na vy$$i obsah
anthokyant, které maji pozitivni u€inek na zivé organismy, jak bylo zminéno v kapitole
o flavonoidech. Je dobfe znamo, ze anthokyany maji dobré antioxida¢ni ucinky
aj., ale zaroven je nutné sledovat osud téchto latek v lidském a zvifecim organizmu
(VARGA et al., 2013).

Doposud byly provadény vyzkumy na laboratornich potkanech, kde se sledoval vliv
krmeni purpurovou pSenici, odrida Konini, na antioxidaéni aktivitu v jatrech.

Pro experiment bylo zvoleno 64 jedincii potkanid laboratorniho kmene Wistar, pokusna
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skupina byla krmena pouze odridou Konini s purpurovym zbarvenim, zatimco
kontrolni skupina potkand byla krmena b&Znou psenici. Antioxidacni aktivita byla
méfena pomoci nékolika metod — DPPH test, FR (Free radicals method), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) a ABTS test. Experimentalni skupina potkanti méla
prokazatelné¢  vys§i naméfené hodnoty antioxidacni  aktivity v jatrech
(KARASEK et al., 2014).

Dalsi vyzkumy vlivu purpurové pSenice Konini na kufatech broilert.
Experimentalni skupina byla krmena smési, obsahujici 78 % purpurové pSenice
a kontrolni skupina m¢la v krmivu 78 % bézné psenice. Sledovala se spotfeba krmiva,
pfibyvani hmotnosti a celkova vytéznost. V tomto experimentu ale bohuzel nebyly
dostate&né prikazné rozdily ve prospéch purpurovych psenic (STASTNIK et al., 2014).

Dalsi analyzy byly zaméfeny na vyuZiti purpurové psSenice Konini pro pekaiské
ucely. Byly hodnoceny parametry mlynaiské a pekatské kvality. Hlavni pozornost byla
zameétena na piidani 10 — 30 % otrub do peciva a sledovani jejich vlivu na vysledny
produkt. Otruby v tomto ptipadé obsahuji vysoké mnozstvi anthokyant, ale zaroven
maji negativni vliv na senzorické vlastnosti peciva, jako je objem, tvar, textura a chut’.
Z vyslednych pokust lze tvrdit, Ze mnozstvi otrub v pecivu by nemélo prekrocit
10 % z celkového mnozstvi, aby se zabranilo jejich negativnim vlastnostem
(JANECKOVA et al., 2014).

V zahrani¢i se v soucasné dob& vyuziva purpurova pSenice pro vyrobu chleba
znaCky Pur Pur. Jednd se o polskou firmu, plisobici ve Velké Britanii se Sirokym
pecivaiskym sortimentem (POLISH VILLAGE BREAD, 2017). Na Slovensku ptisobi
spolecnost CELPO spol. s.r.o., kterd se zabyva vyrobou trvanlivych celozrnnych
chlebicki ze 100 % purpurové psenice (CELPO, 2017). Na vyrobu suSenek z tvrdé
purpurové pSenice (Triticum durum Desf.) se zaméfili v Italii. Byly upeCeny susenky
z odridy Cltr 14629 a stejné susenky z nepigmentované standartni mouky. Nasledn¢ byl
zjisStovan obsah anthokyani, ktery byl u suSenek z purpurovych pSenic pomérné
vysoky, zatimco u kontrolnich suSenek anthokyany obsaZeny nebyly
(PASQUALONE et al., 2015).

Uspésna aplikace odriid pSenic s barevnymi obilkami bude zaviset na trovni
vynosovych i agronomickych vlastnostech. Ve srovnani se soucasné péstovanymi
standartnimi odridami cervené pSenice, vynosov€é zaostdvaji a ani nedosahuji

pozadovanych vlastnosti. Déle bude nutné zjistit, jaky vliv mé teplota na rostlinna

24



barviva a jaké produkty jejich rozpadem vznikaji, aby se zamezilo ptipadnému

negativnimu vlivu na lidské zdravi (MARTINEK et al., 2014).

3.5 Molekularni markery

Markery jsou vybornym nastrojem pro studium variability. Dfive se hojné
vyuzivaly markery morfologické pro rozliSovani jednotlivych odrid. Tyto markery
ale maji pouze malo fenotypovych variant a mohou byt ovliviiovany prostfedim, proto
nejsou vhodné pro studium genetické variability.

Pozd¢ji byly objeveny izoenzymové markery, kdy se vyuzivaji rizné formy daného
enzymu, které katalyzuji stejny chemicky proces. Ani tyto markery nemohou odhalit
celkovou variabilitu, protoze se pracuje pouze s kddujici ¢asti genomu a vzhledem
k degeneraci  genetického  kodu  nelze  rozeznat zamény  aminoKyselin
(WHITE A COOKE, 1992).

V soucasné dob¢ se nejvice vyuzivaji molekularni markery, které nam mohou
poskytovat informace o alelickych variantach ve studovaném lokusu. Mezi molekularni
markery fadime jednak zminéné allozymy, rtizné signdlni slouceniny nebo barviva,
ale pfedevsim byvaji Casto spojovany s DNA markery (Himi et al., 2005). Pomoci DNA
markerit je mozné detekovat polymorfizmus piimo v sekvenci DNA, a to jak
v kédujicich, tak 1 v nekodujicich oblastech genomu. Nejsou ovliviiovany ani stafim
zkoumané rostliny (SCHLOTTERER, 2004). DNA markery mizeme rozdé€lit do tii skupin
(GupTA et al., 1999):

e Markery zaloZzené na hybridizaci se sondou — RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism).

e Markery zaloZzené na PCR — RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Seguences), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), STS
(Sequence Tagged Site).

e Markery zalozené na DNA Cipech a sekvenovani — SNP (Single Nucleotide

Polymorphism).
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3.5.1 Vyuziti DNA markeri ve Slechténi

Lidé provadéli selekci a domestikaci zddoucich genotypli uz v davnych dobéach.
Béhem historie se postupné vyvijely razné metody, jak ziskat lepsi odridy,
ale k vyraznému rozvoji doSlo az v minulém stoleti, na zakladé¢ objevu genetické
podstaty dédicnosti, vysvétleni mutaci i objev DNA. Pozadavky na vynos a kvalitu
zemédéelskych plodin stale stoupaji, a proto je nutné vyvijet efektivni metody
pro zjednoduseni Slechténi. Rodicovské rostliny musi byt velmi peclivé vybirany.
K tomu slouzi metody zalozené na markerech (OVESNA et al., 2002).

Velmi cCasto jsou vyuzivany DNA markery ve Slechténi pSenice. Bylo popsano
mnoho metod zalozenych na PCR. Charakteristiky kvality pSenice jako je obsah
bilkovin a jejich sloZeni jsou obecné fizeny skupinou vice gent, které byvaji ovlivnény
prostfedim. V soucasnosti jedna z nejpouzivanéjSich metod pro mapovani QTL (lokusy
kvantitativnich znakd) jsou mikrosatelitni markery, také oznaCované jako SSR. Tyto
markery  umoznuji  detekovat  polymorfismus u  jednotlivych  odrud
(OBREHT et al., 2008). Cilem studii QTL je poskytnout informace k pochopeni
komplexnich znaki diky identifikaci a zjiStovani relativniho vlivu alel
na chromozomové oblasti. Nalezené QTL mohou byt dale vyuzivany k MAS (Marker
Assisted Selection) pro zvySeni efektovnosti Slechténi (CAMPBELL et al., 2003).

Zakladem kvalitni produkce je materidl odolny vii¢i biotickému a abiotickému
stresu. To je divodem, pro¢ se provadi také Slechténi na rezistenci zemédélskych plodin
vuci konkrétnim patogeniim nebo neptiznivym podminkam (POLAND et al., 2009). Byly

vyvinuty specifické markery pro rezistenci vii¢i rzi a padli (SLIKOVA et al., 2004).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

Pro vlastni analyzy bylo pouzito 18 vzork pSenice seté (Triticum aestivum L.)
S nestandartnim zbarvenim obilek. Vzorky byly poskytnuty Ing. Petrem Martinkem
CSc. ze Zemédelského vyzkumného tstavu Krométiz s.r.o. (Tabulka 1). Pro detekei alel
lokusu Glu-A3 byly vyuzity kontrolni vzorky z Genové banky Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby v Praze-Ruzyni. Jednalo se o odrady: Chinese Spring (Glu-A3a), Gabo
(Glu-A3b), Gawain (Glu-A3c), Abbodanza (Glu-A3d), Liocorno (Glu-A3e), Apostle

(Glu-A3f) a Glenlea (Glu-A3g).

Tabulka 1 Prehled genotypt pSenice seté pro analyzy.

Vysvétlivky: *) — linie testovana v oficialnich statnich odradovych zkouskach,

**) — kontroly.

Nazev Barva obilky
V1-142-15 Purpurova
V1-143-15 Purpurova
V2-60-15 Purpurova
V2-62-15 Purpurova

KM 178-14%*) Purpurova
V3-5ab-15 Purpurova
V1-170-15 Purpurova
V1-169-15 Purpurova
V1-168-15 Purpurova
V1-167-15 Purpurova
PS Karkulka Purpurova
V2-98-15 Purpurova
V2-95-15 Purpurova
V2-68-15 Purpurova
V1-176-15 Purpurova
V1-175-15 Purpurova
Bohemia**) Cervena
Vanessa**) Cervena
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4.2 Metodika

Vlastni molekularné biologické analyzy sestavaly z nasledujicich kroki:
e Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentrace a Cistoty vyizolované DNA,
e Polymerazova fetézova reakce (PCR), s vyuzitim specifickych primerq,
o Elektroforeticka separace na agrar6zovém gelu,

e Vyhodnoceni vysledkd.

4.2.1 Izolace rostlinné DNA, kontrola Cistoty

Jednotlivé vzorky genotypti byly vysety na Petriho misky, na filtraéni papir.
Po 5 - 7 dnech byly odebrany vzorky DNA po 100 mg z kli¢nich rostlin pSenice seté,
vzdy do 2 zkumavek. Cast vzorki byla ulozena do hlubokomraziciho boxu (-70 °C).
DNA byla extrahovana pomoci manudlu ke kitu DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, 2012), diky kterému je mozné ziskat celou genomovou DNA — jadernou,
mitochondrialni i chloroplastovou.

Mg¢feni a zjistovani Cistoty koncentrace extrahované DNA (ng/ul) bylo provedeno
pomoci piistroje Picodrop Spectrometr PICO100 (PicodropTM). Naméiené hodnoty

byly dostate¢né pro nasledné analyzy.

422 PCR

Pro detekci vybranych alel na lokusech Pina a Pinb, které koduji geny pro tvrdost
obilek (Ha), byly pouzity specifické markery podle HUANG, BRULE-BABEL (2011)
(Tabulka 3). Dale byly pouzity specifické primery pro identifikaci nulovych alel
pro Waxy-geny psenice podle MCLAUCHLAN et al. (2001) (Tabulka 4). Pro identifikaci
alel na lokusu Glu-A3 byly pouzity alelové specifické STS markery, zalozené
na jednonukleotidovych polymorfizmech, navrzené podle WANG et al. (2010).
Jednotlivé primery pouzité pro analyzu jsou v tabulce 5.

Reakéni smés pro PCR byla pfipravena postupnym piridavanim jednotlivych slozek
do mikrozkumavky, pfesné podle protokolu (Tabulka 2). Takto pfipraveny MasterMix
byl rozd€len do mikrozkumavek pro PCR po 24pul a nasledné byl ptidan 1ul templatoveé
DNA, ktera byla diive izolovéna. Tyto PCR mikrozkumavky byly peclivé uzavieny
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a vlozeny do jamek termocykleru T3 (Biometra), kde byl nastaven pfislusny program
s nastavenymi PCR podminkami.
Pro Pin a/b: 5 min pii 94°C,
30 s pii 95°C 35 cykla,
30 s pii 60°C,
90 s pii 72°C,

10 min pii 72°C zavérec¢na extense (elongace).

Pro Waxy geny: 2 min 94°C,
1 min pti 94°C 33 cykld,
2 min pfi 54°C ,
2 min pfi 72°C .

Pro Glu-A3: 5 min 94°C,
35 s pii 94°C 38 cyklu,
35 s pii 60°C a
90 s pti 72°C,

8 min pii 72°C zavéreéné extense (elongace).

Tabulka 2 SloZeni mastermixu (pro 1 vzorek).

Slozky reakce MnozZstvi
(u)
deionizovana H,O 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (zacinajici - F) 1
primer (kon¢ici — R ) 1
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Tabulka 3 Primery pouzité pro analyzu lokusu Pina a Pinb (upraveno dle HUANG,
BRULE-BABEL, 2011).

A Alela Velikost B Alela Velikost
Marker produktu (bp) | Marker produktu (bp)
Pina-Dla 704 SNP G Pinb-Dla 423
STS1 Pina-D1b 922 SNP A Pinb-D1b 226
Pina-Dla 704 SNP G Pinb-Dla 423
STS2 Pina-D1b 1033 SNP A Pinb-D1b 232
Pina-Dla 744 SNPT Pinb-Dla 423
STS3 Pina-D1b 922 SNP C Pinb-D1c 269
Pina-Dla 744 SNP C Pinb-D1c 423
STS4 Pina-D1b 1033 SNP T Pinb-Dla 269
Pina-Dla 463 SNPT Pinb-Dla 423
STS5 Pina-D1b 792 SNP A Pinb-D1d 237
Pina-Dla 503 SNP A Pinb-D1d 423
STS6 Pina-D1b 792 SNP T Pinb-Dla 236
Pina-Dla 407
STS7 Pina-D1b 736
Pina-Dla 447
STS8 Pina-D1b 625
Pina-Dla 447
STS9 Pina-D1b 736

Tabulka 4 Primery ajejich sekvence pouzité pro analyzu lokusu Waxy, upraveno
dle MCLAUCHLAN et al. (2001).

Nazev Sekvence Amplifikovany lokus

#4F AAGAGCAACTACCAGT
Wx-Al, Wx-Bla Wx-D1

#4R TCGTACCCGTCGATGAAGTCGA
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Tabulka 5 Alelové specifické PCR markery pro identifikaci Glu-A3, upraveno dle
WANG et al. (2010).

Set primeri Sekvence (5 -3) Cilova alela Velikost
produktu (bp)

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SAIR GGTTGTTGTTGTTGCAGCA 2 >29
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA
SA2R GCTGTGCTTGGATGATACTCTA " 894
LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA3R GTGGCTGTTGTGAAAACGA e °73
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA
SA4R TGGGGTTGGGAGACACATA d %7
LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA5R GGCACAGACGAGGAAGGTT ° 108
LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA6R GCTGCTGCTGCTGTGTAAA f >2
LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SATR AAACAACGGTGATCCAACTAA J 1345

4.2.3 Elektroforetické separace na agarézovém gelu

Pro analyzy alelovych variant Glu-A3, Pin a nulovych alel Waxy geni byl pouzit
1 % agardzovy gel, piipraveny podle nasledujiciho postupu: 1891 ml destilované vody
bylo smichano s 38 ml 50x TAE pufru (trisacetatovy pufr). Z roztoku bylo odlito
cca 270 ml do lahve a pfidano 2,8 g agarozy, odvazené na analytickych vahach. Vznikla
smés byla promichdna a zahfivdna v mikrovinné troubé az k varu. Mezitim byla
sestavena vanicka pro nalévani gelu, spole¢né s hiebenem, slouzicim ke tvorbé jamek
pro vzorky DNA. Po rozvafeni agardzy s roztokem pufru a nasledném zchlazeni byly
pfidany 2 pl ethidium bromidu, coz je fluorescencni barvivo, které se vaze
na dvousroubovici DNA a pod UV svétlem sviti. Diky tomu je mozné z gelu detekovat
pozitivni vyskyt alel. Takto pfipraveny horky gel byl pielit do sestavené vanicky
aptripadné vzduchové bubliny byly odstranény. Poté gel tuhnul cca 20 minut

v digestofi. Po vyjmuti hiebenu ze ztuhlého gelu byla vanicka pfenesena
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do elektroforetické vany a zalita zbytkem nafedéného TAE pufru. Gel byl pfipraven

pro nanaseni vzorki. Jednotlivé slozky pro piipravu gelu jsou shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6 Komponenty pro ptipravu 1 % agardézového gelu, pro systém Agagel Maxi

(Biometra).

Chemikalie Zasobni koncentrace PouZzité mnoZstvi
Agaroéza (Serva, USA) 28 g
TAE pufr 50x 38 ml
Destilovana voda 1891 ml
Ethidium  bromid  (Serva, 10 mg/ml 2 ul

USA)

Horizontalni elektroforéza byla provedena v systému Agagel Maxi (Biometra).
Vzorky DNA byly napipetovany po 20 pl do gelu, zalit¢ho pufrem. Elektroforeticka
vana byla zakryta bezpeCnostnim krytem a aparatura byla pfipojena ke zdroji
stejnosmérného napéti. Zdroj jednosmérného napéti byl dodavan pomoci Minicell
Power Pack P20 (Biometra). Analyzy probihaly pii napéti cca 70 — 80 V, po dobu
1 - 2 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byla soustava odpojena od proudu agel vyjmut
i s vani¢kou z pufru. Vysledné produkty na gelu byly vizualizovany pomoci kamery
pod UV lampou Vv transiluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc.). K zaznamenani obrazu

byla pouzita softwarové ovladana ¢ernobila kamera CCTV (Panasonic).

4.2.4 Vyhodnoceni vysledki

Produkty amplifikace pomoci PCR vizualizované na agar6zovém gelu byly
nasledné porovnany s velikostnimi markery, na zakladé wvelikosti produktu.

Byly vyuzity 100 bp DNA Ladder (Promega) a pBR322 DNA Haell (ABgene).
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekce alel Pina-D1 a Pinb-D1

Pro detekci gent tvrdosti byly pouzity primery navrzené dle (HUANG, BRULE-BABEL,
2011). Pomoci kombinaci 9 STS markera (Tabulka 3) pro Pina a 4 kombinaci markert
pro Pinb bylo analyzovano 18 vybranych genotypt (Tabulka 1). V pfipadé Pina jsme
detekovali dvé alely pro kazdy genotyp - Pina-Dlaab (Tabulka 7). U vybranych
vzorkd byly detekovany v 44% alely Pina-Dla, u téchto vzorki ale byla zaroven
detekovana i alela Pina-D1b (Obrazek 5). Pfitomnost alely Pina-D1b byla totiz
detekovana u vSech analyzovanych vzorki. V pfipadé Pinb-D1 (Obrazek 6) byly
analyzovany 4 alely (Pinb-Dla, b, cad). Alela Pinb-D1c se vyskytovala nejcastéji,
atou 44 %. V nékterych pripadech byla detekovana piitomnost specificky produkti
u ¢tyt ruznych alel zaroven (@, b, ¢ a d). U deseti analyzovanych vzorkt (56 %) nebyla
detekovana ptitomnost specifického produktu pro nami testované alely (Tabulka 7).
Tabulka 7 Alelicka skladba pro lokusy Pina a Pinb.

Vysledna alela
Nazev Barva |Pina- |Pinb-
D1 D1
V1-142-15 | Purpurova b ND
VV1-143-15 | Purpurova b ND
V2-60-15 Purpurova b ND
V2-62-15 Purpurova b ND
KM 178-14 | Purpurova b ND
V3-5ab-15 | Purpurova b c
VV1-170-15 | Purpurova a/lb alc/d
V1-169-15 | Purpurova a/b alc/d
VV1-168-15 | Purpurova a/lb a/b/c/d
V1-167-15 | Purpurova a/lb a/b/c/d
PS Karkulka | Purpurova a/b ND
V2-98-15 Purpurova b ND
V2-95-15 Purpurova b ND
V2-68-15 Purpurova a/lb alc
V1-176-15 | Purpurova b ND
V1-175-15 | Purpurova b ND
Bohemia Cervena a/b a/b/c/d
Vanessa Cervena alb alc/d

Vysvétlivky: ND — nedetekovano
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M 18. 19. 20. 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 28. 29. 30. 31. 32. 33. 34. 35 M

D GID GED s — ————— D — - S - — < 25b)
—
= cw s a=p === - e < 147bp

Obrazek 5 Detekované alely Pina-D1a a Pina-D1b.

Vysvétlivky: 18 — V1-142-15, 19 — V1-143-15, 20 — V2-60-15, 21 — V2-62-15, 22 —
KM 178-14, 23 — V3-5ab-15, 24 — V1-170-15, 25 — V1-169-15, 26 — V1-168-15, 27 —
V1-167-15, 28 — PS Karkulka, 29 — VV2-98-15, 30 — V2-95-15, 31 — VV2-68-15, 32 — V1-
176-15, 33 — V1-175-15, 34 — VV2-95-15, 35 — Bohemia; M — velikostni marker.

M 18. 19. 20. 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 28. 29. 30. 31. 32. 33. 34. 35 M

[E— PTIT™

Obrazek 6 Detekované alely Pinb-D1c.

Vysvétlivky: 18 — V1-142-15, 19 — V1-143-15, 20 — V2-60-15, 21 — V2-62-15, 22 —
KM 178-14, 23 — V3-5ab-15, 24 — V1-170-15, 25 — VV1-169-15, 26 — V1-168-15, 27 —
V1-167-15, 28 — PS Karkulka, 29 — VV2-98-15, 30 — V2-95-15, 31 — VV2-68-15, 32 — V1-
176-15, 33 — V1-175-15, 34 — V2-95-15 , 35 — Bohemia; M — velikostni marker.

5.2 Detekce nulovych alel Waxy genii

K analyzam bylo opét pouzito 18 genotypu uvedenych v tabulce 1 a primery navrzené
podle MCLAUCHLAN et al. (2001) uvedené v tabulce 3. Tyto primery jsou navrzeny tak,
aby amplifikovaly vSechny tii kopie GBSS (Granule-bound starch synthase) genu
vgenomu A, BiD. Nejvétsi fragment byl u D genomu 299 bp, ugenomu A byl
fragment o velikosti 257 bp, nejmensi 227 bp u genomu B. U testovanych genotypt

nebyla detekovana nulova alela (Obrazek 7).
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Obrazek 7 PCR produkty Wx-Al, Wx-B1 a Wx-D1.

Vysvétlivky: 18 — V1-142-15, 19 — V1-143-15, 20 — V2-60-15, 21 — V2-62-15, 22 —
KM 178-14, 23 — V3-5ab-15, 24 — V1-170-15, 25 — V1-169-15, 26 — V1-168-15, 27 —
V1-167-15, 28 — PS Karkulka, 29 — V2-98-15, 30 — V2-95-15, 31 — V2-68-15, 32 — V1-
176-15, 33 — V1-175-15, 34 — VV2-95-15 , 35 — Bohemia; M — velikostni marker.

5.3 Analyza nizkomolekulirnich gluteninii

V tabulce 8 jsou shrnuty detekované alely u vybranych 18 genotypt (Tabulka 1).
Nejcastéji se vyskytovala varianta Glu-A3fd, ato u 100 % testovanych vzorku. Alely
Glu-A3c (16 %) a Glu-A3f (72 %) se vyskytovaly méné casto (Obrazek 8), avSak
zaroven s alelou Glu-A3d. Ostatni varianty alel (Glu-A3a, Glu-A3b, Glu-A3e, Glu-A3g)
nebyly detekovany. Mezi testovanymi genotypy se vyskytovaly pouze dvé homozygotni
linie (vyskyt jedné alely ve vzorku: PS Karkulka a VVanessa).
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Tabulka 8 Alelicka skladba pro lokus Glu-A3.

Nézev Barva Vysledna alela
Glu-A3
V1-142-15 | Purpurova d/f
V1-143-15 | Purpurova d/f
V2-60-15 Purpurova d/f
V2-62-15 Purpurova d/f
KM 178-14 | Purpurova d/f
V3-5ab-15 | Purpurova d/f
V1-170-15 | Purpurova d/f
V1-169-15 | Purpurova d/f
V1-168-15 | Purpurova d/f
V1-167-15 | Purpurova d/f
PS Karkulka | Purpurova d
V2-98-15 Purpurové d/f
V2-95-15 Purpurové d/f
V2-68-15 Purpurova c/d
V1-176-15 | Purpurova c/d
V1-175-15 | Purpurova d/f
Bohemia Cervena c/d
Vanessa Cervena d

WD SR G S S SN GEED SRR S e g2 by

Obrazek 8 PCR produkty ziskané pomoci markeru Glu-A3f.

Vysvétlivky: 18 — V1-142-15, 19 — V1-143-15, 20 — V2-60-15, 21 - V2-62-15, 22 —
KM 178-14, 23 — V3-5ab-15, 24 — V1-170-15, 25 — V1-169-15, 26 — V1-168-15, 27 —
V1-167-15, 28 — PS Karkulka, 29 — V2-98-15, 30 — V2-95-15, 31 — V2-68-15, 32 — V1-
176-15, 33 — V1-175-15, 34 — V2-95-15 , 35 — Bohemia; K — kontrolni vzorek
(Apostle), M — velikostni marker.
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6 DISKUZE

6.1 Markery tvrdosti obilky

Tvrdost obilky je velmi dilezita charakteristika pro pekatské ucely i technologickou
kvalitu (CHEN et al., 2007). Mouka z pSenice s tvrdsi obilkou je nejvhodné&jsi pro peceni
chleba a mouka z mékké psSenice se vyuziva hlavné na kolafe, pecivo a suSenky
(HUANG, BRULE-BABEL, 2011). Struktura endospermu miize byt sklovita (tvrda) nebo
moucna (Skrobovd). Mou¢ny endosperm obsahuje obvykle vyssi podil Skrobu nez
proteind ve srovnani se sklovitym endospermem. Tvrdost je definovana jako odolnost
materialu vaci praniku cizorodé latky (PSOTA et al., 2008). Tvrdost obilky
je ovliviiovana piedevsim genetickymi faktory a determinovana primarné lokusem
Ha (hardness, tvrdost), ktery tvofi komplex tii izce vazanych gend Pina, Pinb a GSP-1,
které byly nalezeny na chromozomu 5D (CHANTRED et al., 2004). PSenice obsahuje dva
typy proteini — purinoindolin a (Pina) a purinoindolin b (Pinb). Ptitomnost téchto
proteint zasadné ovliviiuje tvrdost zrna (BHAVE a MORRIS, 2008).

Byly identifikovany dv¢ alely na lokusu Pina-D1, a to Pina-D1a, ktera se obvykle
vyskytuje v planych formach a Pina-D1b, jejiz nulova forma prezentuje genotypy
stvrdou obilkou. Také byly objeveny &tyfi alely pro lokus Pinb-D1, oznacované
Pinb-D1la, Pinb-D1b, Pinb-D1c a Pinb-D1d. Tyto alely se od sebe li§i v jediném
nukleotidu. Kultivary pSenice, obsahujici alely Pinb-D1b,c nebo d vykazuji tvrdou
strukturu, oproti mékkym pSenicim majici alelu Pinb-Dla. Zda se tedy, ze Pina-D1
se vyrazn¢ podili na tvorbé mékkych obilek, jak bylo prokdzano u psenic s alelou
Pinb-Dla a chybgjici Pina-D1 vykazovaly tvrda zrma (CORONA et al., 2001).
V soucasné dobé bylo jiZz identifikovano mnohem vice alel u zminénych gent a bylo
vyvinuto mnoho metod pro stanoveni jednonukleotidového polymorfizmu (SNP), které
jsou zaloZeny na ligaci oligonukleotidu a vytvofeni primeru specifického pro danou
alelu (HUANG, BRULE-BABEL, 2011).

Detekce vice alel v jednom vzorku muze ukazovat na piimési ve vzorcich nebo
heterozygoty. Jednd se o maloparcelkové pokusy, kde je vysSSi nebezpeCi piimési.
Jelikoz mame smésny vzorek z vice rostlin dané odrudy, byly by nutné dalsi dopliujici
analyzy, naptiklad sekvenace PCR produktii, nasledné pomoci bioinformatické analyzy

ovetit o jakou alelu se jedna. U genotypt, které netvotrily PCR produkt, by bylo vhodné
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provést srovnani sekvenci s databazi a nové navrzeni primert, spolecné s jejich
otestovanim. Viceméné vSechny analyzované vzorky vykazuji genetické dispozice pro
hardness (tvrdé) obilky, protoze u nich byla detekovana alela Pina-D1b,
charakterizujici tvrdé obilky. V tomto piipad¢ by bylo vhodné provést analyzy tvrdosti

obilky a nasledné srovnat s provedenymi molekularnimi analyzami.

6.2 Detekce nulovych alel Waxy genii

Skrob v pSeniénych obilkach tvoii pfevaznou &ast (65 — 75 % v susing), jehoz
chemické slozeni ovliviiuje vyslednou kvalitu produkti. Jednd se o polymerni
slouceninu, slozenou ze dvou zdkladnich podjednotek — amylézy a amylopektinu
(VANZETTI et al., 2009). Pomér téchto slozek se obvykle pohybuje 20 — 30 % amylozy
a 70 — 75 % amylopektinu (GUzZMAN a ALVAREZ, 2016). Syntéza amylozy je regulovana
enzymem GBSS (granule-bound starch synthase), také oznaCovanym jako voskovy
(waxy) protein. ProtoZe je bézna pSenice allohexaploidni, je tento enzym kdédovan tiemi
homolognimi waxy geny, které¢ jsou lokalizovdny na kriatkém rameni chromozomu
7A (Wx-Al), 7D (Wx-D1) a na dlouhém rameni chromozomu 4A (Wx-Bl), ktery
je translokovan z chromozomu 7B (YAMAMORI et al., 1994). Jestlize jsou funkéni pouze
jeden nebo dva waxy geny, pSenice je oznaCovana jako Casteéné voskova, zatimco
genotypy s nulovymi alelami ve vSech tiech lokusech, jedna se o pSenici s voskovou
obilkou. V takovém pfipadé skrob téméf neobsahuje amyl6zové podjednotky, ale pouze
amylopektinové (MARYAMI et al., 2014). Voskové nebo Castecné voskové typy pSenice
jsou velmi zadané pro produkci asijskych téstovin (MA et al., 2013). Nejvétsi vliv
na obsah amylozy a kvalitu byl pozorovan u mutanti Wx-B1, potom Wx-D1 a nakonec
Wx-Al (YAMAMORI, QUYNH, 2000). V nékolika studiich bylo prokazano, Ze absence
alel Wx-Al nebo Wx-D1 nemusi mit za nasledek vyrazny ubytek amylozy,
coZ naznacuje mozny kumulativni Gi¢inek alel.

Byly provadény i pekatské pokusy s tipln€ voskovou pSenici (tfi nulové alely).
Vyrobky ztéto mouky mély vysoky objem peciva, avSak b&hem dne po upeceni
se objem ztracel v disledku nestabilni struktury, vzhled peciva také nebyl uspokojivy
a m¢l tmavé hnédou barvu s velkymi pory (GUZMAN a ALVAREZ, 2016). Mtzeme tedy
tvrdit, Ze pSenice s vy$§im podilem amylopektinu nejsou pfili§ vhodné pro pekaiské

ucely, zato nachazi vyuziti v primyslu pro vyrobu napi. biodegradabilnich Skrobt
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a vyrobkil z nich, které ekologicky nezatézuji zivotni prostiedi. Analyzované genotypy
purpurovych pSenic nemaji zadnou mutaci v lokusech, nemaji nulov¢ alely. Proto spise

vyhovuji pozadavkiim na evropské pSenice, ale 1 pfesto jsou na asijském trhu zadané.

6.3 Analyza nizkomolekularnich gluteninii

Obilky psenice seté (Triticum aestivum L.) jsou jedine¢né pro svoji schopnost tvofit
tésto s dobrymi reologickymi vlastnostmi v Siroké Skale potravin (HE et al., 2005).
Velmi podstatnou ¢asti zasobnich bilkovin v obilce pSenice jsou monomerni gliadiny
a polymerni gluteniny, protoze jsou hlavnimi slozkami lepku (BRANLARD et al., 2003).
Gluteniny rozdélujeme dle molekulové hmotnosti na vysokomolekularni (HMW-GS)
a nizkomolekularni (LMW-GS) podjednotky. Spolecné jsou drzeny pohromadé
disulfidickymi vazbami, které formuji polymerni slou¢eninu. Pomoci nekovalentnich
interakci v pfitomnosti vody reaguje gluteninovy polymer s gliadiny za vzniku lepku
(SHEWRY et al., 2001). Na kvalité bilkoviného komplexu se mohou mimo vnitinich
(genetickych) faktord podilet i vnéjsi faktory jako je vyziva dusikem podilet nebo
vyziva sirou ve vztahu k zastoupeni sirnych aminokyselin dilezitych pro tvorbu
disulfidickych vazeb. Moznostmi zlepSeni kvality lepku pfi hnojeni pSenice sirou
se zabyval HRIVNA et al. (2015). Byl porozovan vyssi obsah proteinu a lepsi hodnoty
Zelenyho testu, ale toto zvySeni nebylo statisticky prikazné.

Nizkomolekularni gluteniny jsou kodovany geny lokalizovanymi na lokusu Glu-3
(Glu-A3, Glu-B3 a Glu-D3) na kratkém rameni chromozomu 1A, 1B a 1D
(WANG et al., 2010). Diky aditivnimu u¢inku a epistatickym interakcim maji spole¢né
s vysokomolekularnimi gluteniny zasadni vliv na kvalitu (Luo et al., 2001). Bylo
identifikovano ptes 20 rlznych alel, zahrnujici sedm na lokusu Glu-A3
(a, b, c,d, e fag), devét pro lokus Glu-B3 (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i) a pét pro lokus
Glu-D3 (a, b, c, d, e) Pro lokus Glu-A3 byl identifikovan jeden gen se sedmi alelickymi
formami, ziskanymi z odlisnych odrid a vytvofeny STS markery pro jejich rozliSeni
(ZHANG et al., 2004).

Alely lokalizované na lokusu Glu-A3 vyznamné ovliviuji jak mnozstvi, tak velikost
polymert v té€stu. Nejvice pozitivni vliv na odpor a taznost t€sta ma piitomnost alel
Glu-A3a, ¢, d a f. (ZHANG et al., 2004). V nasSich analyzovanych vzorcich byly

detekovany dvé z téchto alel (Glu-A3d a f), mizeme proto fici, Ze vybrané genotypy
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mohou mit zddané kvalitativni vlastnosti pro pekaiské ucely. Ve vétsiné vzorkll jsme
detekovali ob¢ alely zaroven, coz je pravdépodobné zplisobeno metodikou péstovani
(maloparcelkové polni pokusy), kde je vyssi pravdépodobnost piimési. Zaroven jsme

pracovali se smésnymi vzorky z vice rostlin.

6.4 Polni podminky péstovani vybranych genotypt

6.4.1 Charakteristika vegeta¢niho roku 2015/2016

Vegetacni rok 2015/2016 by se dal zatadit mezi silné teplé s primérnou odchylkou
teplot (Tabulka 9) a normalnim thrnem srazek (93 % dlouhodobého priméru), ktery byl
podobny predchdzejicimu roku, ovSem pribéh pocasi byl velmi nevyrovnany.
V podzimnich mésicich se prohluboval deficit srazek z predchoziho roku, nasledoval
primémy leden a srazkové velmi nadprimérny unor (263 % dlouhodobého uhrnu).
Nasledujici mésice se stiidaly sussi, normalni i vlhké, jak je uvedeno v tabulce 10.

Zima 2015/2016 byla podobné jako v poslednich letech mirna, v dobé nejvétsich
mrazil byla na zemi cca 5 cm pokryvka sn¢hu, takze nebyly poskozeny porosty ozimych
rostlin. Pozitivni vliv mélo pocasi na rostliny v unoru, ktery byl mimotadné teply
s vysokym uhrnem srazek. Zacatek jara byl podobny piedchozim rokiim s prumérnymi
teplotami, béhem velmi teplého dubna zacinaly obilniny sloupkovat. Nasledovalo
prudké ochlazeni, které mélo za nasledek poskozeni kvetoucich stromi, ale naStésti
zadny zasadni vliv na polni plodiny. V lét€¢ dochazelo k vétSim vykyvim pocasi,

ale celkové byly tyto mésice spiSe normalni.
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Dlouhodoby o v
s pramér Y| Primérng Odchylka od Charakteristika
Meésic teplota dlouhod. "
(1971 - °C) Priiméru (°C) mésice
2010) (°C)

ZAfi 14,3 15,6 1,3 teply

Rij en 9,3 91 -0,2 normalni

Listopad 4 6,5 2,5 silné teply

Prosinec 0,1 3,1 3 silné teply

Leden -1,3 -11 0,2 normalni

Unor 0,4 4,9 4,5 | mimoFadng teply |

Biezen 4,3 52 0,9 normalni

Duben 9,4 9,6 0,2 normalni

Kvéten 14,5 14,9 0,4 normalni

Cerven 17,3 19,3 2 teply

Cervenec 19,2 20,6 1,4 teply

Srpen 18,8 19 0,2 normalni

Rok 9,2 10,6 14 silné teply

Tabulka 10 Suma srazek 2015/2016 v Kroméfizi.
Dlouhodoby
. primér (1951 Suma Procenta | o rakteristika
Mésic srazek k dlouhodobému « .
—2010) (mm) priiméru (%) mésice
(mm)

Zari 54,2 22,6 42 suchy
Rijen 38,5 24,6 64 normalni
Listopad 40 31,1 78 normalni
Prosinec 33,3 13,7 41 suchy
Leden 24.9 21,8 88 normalni
Unor 26,6 69,9 263 mimoradné vlhky
Brezen 32,8 21,8 66 normalni
Duben 40,7 73,8 181 silné vlhky
Kvéten 66,1 39,1 59 suchy
Cerven 80,6 51,4 64 suchy
Cervenec 73,6 123 167 vlhky
Srpen 65,6 43,4 66 suchy
Rok 576 536,2 93 normalni

6.4.2 Agrotechnika pokusii 2015/2016 pro ozimou pSenici

Testované genotypy barevnych psSenic byly péstovany ve vegetaénim obdobi
2015/2016 v Agrotest Fyto s.r.o. Krométiz. Ozimé pSenice byly vysety v prvni poloviné
fijna (6. 10. 2015) po ozimé fepce na lokalité¢ hon Terezov. Vysevek byl 4 mil. kli¢ivych
zrn/ha. Do konce fijna doSlo ke vzchazeni a pfed nastupem zimy byly porosty

odnozené. Byly vedeny vynosové zkousky na parcelach o velikosti 10 m?, vzdy ve
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Cvwr

(jen s regeneracnim hnojenim a jednim fungicidnim oSetienim), tfeti a Ctvrté opakovani
bylo vedeno jako intenzivni (se tfemi davkami hnojeni, morforegulatorem ristu a
dvéma fungicidy). Sklizen prob¢hla 23. — 24. 7. 2016. Pro hodnoceni bylo pouZzito zrno
z nizké intenzity péstovani bez oSetieni fungicidy (MARTINEK, 2017, osobni sdéleni).
V tabulce 11 jsou uvedené vynosy sklizn¢ a nékteré ukazatele jakosti zrna.

Na zéklad¢ naméfenych hodnot v tabulce 11 mizeme vidét, Ze nékteré vynosove i
jakostni parametry péstovanych genotypt purpurovych psenic jsou celkové nizsi, nez u
standartné péstovanych odriid. Proto by se nasledovné Slechténi odrid téchto pSenic
melo zaméfit na zlepSeni vynosovych parametra.

Tabulka 11 Vynosové a kvalitativni parametry vybranych genotypech psenice

S nestandartnim zbarvenim obilky.

Genotyp Barva Vynos | Hmotnost | Objemova | Obsah | Padové |Zelenyho| Gluten

(tha)***)| tisice | hmotnost | dusiku | ¢islo (s) | test (ml) | index
semen (kg/hl) | (Nx5.7) )

) v suSiné
(%)

V1-142-15 Pp 9,02 c-k 36,8 78,2 12,5 392 30 77
V1-143-15 Pp 9,49 b-j 33,8 77,6 12,7 405 35 77
\/2-60-15 Pp 10,14a-g| 36,3 78,2 12,4 337 32 66
\V2-62-15 Pp 9,84 a-h 35,1 77,3 13,6 338 34 66
KM 178-14%) Pp 11,49 ab 37,4 80,4 10,3 310 22 96
V3-5ab-15 Pp 10,05a-h| 37,2 77,8 12,4 348 32 68
V1-170-15 Pp 10,51a-e| 393 79,2 10,5 340 31 70
V1-169-15 Pp 9,83 b-h 37,6 77,6 10,7 322 33 83
V1-168-15 Pp 9,89 a-h 36,8 77,9 12,0 394 37 68
V1-167-15 Pp 9,70 b-i 38 77,7 12,6 377 45 58
PS Karkulka Pp 9,75 b-i 42,7 76,9 11,9 380 28 81
\/2-98-15 Pp 10,21 a-f 36,3 78,5 12,4 382 26 81
\V2-95-15 Pp 10,74a-d| 35,7 80,5 12,4 400 26 89
\/2-68-15 Pp 9,60 b-j 38 74,2 11,1 349 35 94
V1-176-15 Pp 8,56 e-k 36,4 74,3 13,1 392 33 48
V1-175-15 Pp 9,27 c-k 34,2 77,2 12,5 426 30 68
primér 9,88 37,0 77,7 12,1 368 32 74
Bohemia**) R 10,87 a-d| 49,2 77,5 13,7 376 66 52
\anessa**) R 11,53ab 40 73,9 11,8 293 24 35
primér 11,47 44,6 75,7 12,8 335 45 44

Vysvétlivky: Pp — purpurovy perikarp, R — ¢ervené zbarveni obilky, *) linie testované v
oficidlnich statnich zkouSkéch, **) komer¢ni variety se standardnim zbervenim obilky,
*#%) hodnoty uvedené ve sloupci se stejnymi pismeny nejsou statisticky vyznamné

odlisné (LSD, P <0,05).

42



7 ZAVER

Celosvétové vyznamnou plodinou je pSenice seta (Triticum aestivum L.), hojné
vyuzivana v mnoha smérech od pekaiskych vyrobkl, krmivaistvi az po zpracovatelsky
prumysl. Ve velké mife stoupa zéjem o tzv. ,,funkéni potraviny®, tedy zdravejsi formu
tradiéné konzumovanych produktt. S tim souvisi i vzristajici zdjem o odridy pSenice
S nestandartnim zbarvenim obilky. Toto zbarveni je zpiisobeno sekundarnimi
metabolity, anthokyany, které jsou obecné soucasti rostlin. Anthokyany se vyznacuji
antioxida¢ni aktivitou a pozitivnimu vlivu na zivé organismy. V pSeni¢né obilce jsou
kédovany nékolika geny — Pp, tidici ukladani barviv do perikarpu obilky, Psy, pro zluté
zbarveni endospermu a Ba, zplsobujici modou barvu aleuronové vrstvy. Diky
anthokyantim obsazenych v obilkach, je o barevné pSenice vyvijen ¢im dal vétsi zdjem
a snaha ziskat vynosnéjsi odridy vhodné pro pekaiské ucely.

Pomoci DNA markerti zalozenych na PCR byly analyzovany genotypy barevnych
pSenic s purpurovym perikarpem, spoleéné se standartné péstovanymi genotypy
cervenych pSenic, jako kontrolou. Tyto vzorky pochazeji z Agrotest Fyto s. r. o.
Krométiz. Byly provedeny analyzy nékterych parametri pro pekaiskou
a technologickou kvalitu. Jako prvni byly provedeny analyzy genid urcujicich tvrdost
obilky, lokalizovanych na lokusech Pina-D1 a Pinb-D1. V piipad¢ Pina-D1 byla
ve v8ech vzorcich detekovana alela Pina-D1b a soucasné u 44% byla detekovana alela
Pina-Dla. U 56 % vzorkd nebyl detekovan PCR produkt Pinb-D1. V nékterych
pripadech byla detekovana ptitomnost specifickych produkti u &ty riznych alel
zaroven (@, b, ¢ a d). Alelické sloZeni Pina a Pinb ma vliv na vyrobu chleba a mize
napomoci v nasledném Slechténi odrud. Nasledovaly analyzy nulovych alel Waxy gent,
kde v piipadé nulové alely dochazi ke snizeni obsahu amylozovych podjednotek skrobu
vicéei amylopektinu a obilky jsou ozna¢ovany jako ¢asteéné voskové. Tyto odridy jsou
velmi Zadané v asijskych zemich pro vyrobu nudli. Ve vybranych vzorcich nebyla
detekovédna zadna nulova alela, coz naznacuje, Ze tyto genotypy jsou spiSe vhodné pro
pekaiské ucely v Evropé. OvSem 1 piesto je v Asil velky zdjem o nase odridy. Dalsi
analyzy se provadé€ly na identifikaci alel v lokusu Glu-A3 pro nizkomolekularni
gluteniny. Byly detekovany dvé alely, a to Glu-A3d a Glu-A3f, které maji podle
nekolika studii vyrazn€ pozitivni vliv na kvalitu lepku, a tim i dobré vlastnosti testa.

Proto by se dalo konstatovat, Ze tyto genotypy maji potencidl pro pekatrské ucely.
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V nékterych ptipadéch byly detekovany ob¢ alely zaroven, coz naznacuje, ze vzorky
byly heterogenni (smésné vzroky z vice rostlin) a pravdépodobné zde hraje roli i zptisob
péstovani.

Laboratorni analyzy probihaly na Ustavu biologie rostlin Agronomické fakulty
Mendelovy univerzity v Brné, kde byly vyuzity metody molekularni biologie,
pfedev§im metody zalozené na PCR. Dal§i vynosové a kvalitativni analyzy byly
vyuzit v naslednych procesech Slechténi a vybéru vhodnych odrad, které povede

k efektivnéj$imu vyuzivani barevnych psenic pro lidskou vyzivu.

44
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