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ABSTRAKT

Purpurova barva obilek u pSenice seféticum aestivunlL.) je obvyklym gikladem
rozmanitosti Matky firody. Cilem prace byloifspét k pochopeni genetického zaloZeni
tvorby €chto pigment, jejich ukladani v prbéhu zrani obilky mnozstvim pigment
v obilce. Cervené a bilé obilky jsousbné u pSenice. Netragii purpurové zbarveni
obilek je zg@isobeno ukladanim pigmentio perikarpu. Po chemickeé strancerpaarviva
mezi antokyany. Kiovym enzymem v biosyntetické draze antokygnchalkonsyntaza,
kterd katalyzuje hned prvni krok této drahy. Daolsledovano ukladani antokyan
do perikarpu, exprese genudigusnému enzymu chalkonsyntdze a obsah hlavnich
antokyari kyanidin-3-glykosidu, ktery je hlavni seédsti pigmentace purpurového
perikarpu a dale delfinidin-3-glukosidu. Ukladaminav v prabéhu vyvoje obilky neni
stejnorodé. Nejprve vznikaji izolované skvrnky, rit@asledaé splynou v jeden celek.
V piipad exprese mRNA chalkonsyntazy doSlo k prdjavo pét dni diive, nez bylo
zaznamenano ukladani pigménmikroskopicky. S koncem vyvoje obilky hodnoty
hlavniho antokyanu kyanidin-3-glykosidu klesalyptoze doslo k fenmené na vice

komplexni latku, jev ozr@@vany jako kopigmentace.

ABSTRACT

The purple color of the caryopses in common whEati¢um aestivuni..) is an example

of the countless diversity of the Mother NaturedRend white caryopses are typical
in common wheat. Genotypes with purple caryopsesalso described. This coloring
iIs caused by anthocyanins which deposit in thecpssi (purple). The anthocyanins
biosynthetic pathway is well described. The keyyemz is chalcone synthase (CHS).
It catalyzes the first step. We observed the déposof anthocyanins in the pericarp,
the expression of a chalcone synthase gene aratrtbant of the major anthocyanins —
cyanidin-3-glycoside (pericarp of purple caryops&sil delphinidin-3-gycoside during

caryopsis development. Purple pigment depositianwved homogeneous and/or uniform.
At first, small isolated spots of purple color wéoemed and thereafter they expanded.
The expression of chalcone synthase mRNA occurreel lays before pigment

deposition and finished earlier than expected. Am®of cyanidin-3-glycoside increased
continuously. Amounts of these fell at the end afyopses development probably
due to formation of more complex substances, psocesich is described

as copigmentation.
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1. UVOD

V lokalnim i globalnim mstitku hraje pSenice v lidské spotesti nezastupitelnou roli.
V dnesni dob nejen pod hledkem wdci, zkoumajicich genom, Slechticich nové
vykonrgjSi odidy, ale pedevSim z pohleduébné populace je pSenice a jeji produkty
hlavni sodasti potravinového koSe a v nemaésti séta tvai zakladni slozku vyzZivy
po celém s#te. Poskytuje 20% podil davkyfipmu bilkovin a energie pro vice
nez 4,5 miliardy lidské populace. V rozvojovych Zelmje pSenicéazena na druhé misto

ve velikosti produkce hned za ryzi.

V souiasnosti objemy skliznpSenice nejsou ale dost&té pro uspokojeni poptavky,
coz vede k nestabiitcen a v krajnim fipact i ke vzniku hladomar. S vyhledem
exponenciald rostouci celosstové populace lidstva, kterd by mohla k roku 2050
dosahnout 9 miliard lidi, bude nutné pozZadavek nadykci pSenice, nejen jako
potraviny, zvySit o 60 %. K dosazeni popsanych lobde nutné navysit séasnou
arovei rocni celos¥tové produkce pSenice z 1,0 % alaspa 1,6 %. Cely st sdili
potrebu zvysit vynosy pSenice, zajistit lepSi odolndst abiotickému stresu, patogen
a dalSim negativnim vlim, stejré jako zlepsSit trvalou udrzitelnosggtovani pSenice

pomoci kvalitijSiho osiva a lepSichéptebnich postup(statistiky z www.fao.org).

Archeologické nalezy dokladajégtovani pSenice na tzemi iranu jiz 6 000 fenpl.
Na uzemiCeské republiky se objevila o tisic let psdéasow se jedna o neolit 5000 let
pi. n. l. Z vySe popsanych fakt nemélha detailsji vysvétlovat vyzn&nost gstovani
pSenice na ¢ pro zajiséni zakladnich paeb lidstva. A v tomto okamziku vznika
moznost obohatit procestiného pijmu zakladnich potravin (pSeémych produki)
o latky s pozitivnim vlivem na lidské zdravi. &mvyzkumu pSenic s purpurovym
zbarvenim obilek je jednou z unikatnich moznostk johoto cile dosahnout. Latky
flavonoidniho charakteru, které jsodiginou purpurového zbarveni, tyto vlastnosti
piindSeji. Jejich vlastnosti budou vyseny dale v pedloZzené praci. A préwpotraviny,
jejichz dopad na zdravi &my vyznam vyslovil uz ve starékémRecku wenec koské

Skoly Hippokrates slovy: ,Tva vyzZiva bude tvym |eké

V nedavné dob byl swt ohromen s objevem tzv. zlaté ryze, kdy za pomoci

genetickych modifikaci byly do genomu ryZze vnesgeyy psy (phytoene synthase)
9



z narcisu &rtl (carotene desaturase)wpi bakteri€erwinia uredovorazodpov¥dné za
klicové enzymy v biosyntetické dréze provitaminu A Bdbili & Beyer 2005).

Nazory s¥ta na tento zlomovy vyzkum byly ovSem profidné. RPedevSim ze
starého evropského kontinentu trpicim genofobigrabnych odporem k produkn
vzniklych genetickymi modifikacemi se stale ozy\wparny hlas &¢i ,nepiirozenému*

pienaseni ganpomoci genovych manipulaci obé&cn

U purpurové pSenice, kterou se zabyvadinZzena prace, tento problém rige
nastat, protoZe geneticky zaklad purpurového zindgilek se dostal do pSenice cestou
piirozeného kizeni rostlin. Zbarveni je aAgobeno antokyany, které maji vyznamny vliv
na lidské zdravi (Hosseinian et al. 2008). Vedl®layani obsahuji obilky jegtzvysené
mnozstvi vitamin, bilkovin, aminokyselin a progpnych mikroelemeiit(Li et al. 2002).

Na zéklad uvedenych faktlze vyslovit freswdceni, Zze studium purpurovych pSenic
piin&Si nejen teoretické poznatky spojené s vyzkumeni zodpow¥dnych za purpurové
zbarveni obilek, lokalizace barviv v obilkach v isti s mnozstvim produkce pigmeént
v pribéhu vyvoje, ale bude mit hlubSi dopad naé¢smestovani pSenice ve vztahu
pozitivniho misobeni na lidské zdravi. Totdegwdceni doklada fakt, Zze v roce 2014
byla na Slovensku registrovana prvni iath s purpurovym perikarpem pod nazvem
PS Karkulka (Ustni steni Rickschloss 2014).
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2. LITERARNI RESERSE

2.1 Pavod pSenice setélfiticum aestivumL.)

PSenice seta padoceledi lipnicovitych Poaceag predstavujici z genetického hlediska
ponerné kompaktni skupinu, ktera vzniklargd 55-75 miliony let. Nyni jevazuje
na 20 % souSe nasi planety. Mimo to hlavni obilrnygZe, kukdice a pSenice), které
vznikly pied 400 milibny let ze spaiaého pedka, poskytuji &Sinu potravinovych
zdroju ¢loveéka. Red asi 3 miliony let se odtlily od spole&ného gedka diploidni druhy

s genomy, které se dnes ozmajako A, B, a D. Tyto diploidni druhy se po dioau dobu
rozvijely vedle sebe. AZ ipd asi 200 tisici let doslo k vzajemné hybridizaci,
a tim se z&aly vytv&et polyploidni pSenice (obrazek.1Vznikly tak tetraploidni

a hexaploidni druhy, tedy i z dnesSniho hlediskaymjamrjSiho hexaploidniho druhu

pSenice setélfiticum aestivuni..).

divergence podceledi
z Celedi Lipnicovité

50-70 mil.

plvod Celedi 60-80 mil. gg;/rt:igepg\)/glondm
Lipnicovité Triticum - Aegiops | g s mil
65-100 mil. divergence A
3 mil. plvod 6X psenice
[ * ey 1 8 tis.
= T » 1 T | 7y 1 T *
nestarsi fosilie - nejstar§|' Znameé nejstarél' Znameé divergence pgenjce od zZita
jednodélozné fosilie Celedi fosilie linie ryze 7 mil.
90 mil. Lipnicovité 40 mil. 4 . .
50-60 mil. divergence pSenice od jeCmene
65-70 mil 10-14 mil.
f divergence kukurice od prosa
15-20 mil.
F
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

mil.

Obréazek 1: Casové schéma vyvoje polyploidnich drulnrodu p3enice
(Gill et al. 2004)
mil. = pred miliony let, tis. = pied tisici let

Pavod polyploidnich druth pSenice neni ifgs nahromathi velkého mnozstvi
literatury zcela jasny. Prvotnifipinu Ize hledat v taxonomii celého rodtriticum.

Existuji zde d¢ znan¢ odlisné klasifikace. Systém, ktery publikoval M&ey v roce
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1988 (obrazek 2), je odliSny od systému, jenz wgtivddorofeev et al. (1979).

| kdyZz se dnes mnoho stasnych vyzkura vénuje r. Triticum, klasifikace jak ji popsal
Dorofeev et al. (1979) je pétsinou mimo Rusko neznama. Klasifikace je kontramgr
protoZze oznéeni druhu je zde fifazeno vSem hlavnim domestikovanym pSenicim.
A mezi poddruhy a variety byly Fazeny vSechny rozeznatelné morfologické formy
(obrazek 3).

Pavodni klasifikace dle Mac Key se objevila v roce6@&9a druhém sympdziu
s oficidlnim nazvem: International Wheat GenetiggnfSosium. Revidovanou verzi
nabidl Mac Key 1975 ve svém vystoupeni na 12. lcdtém kongresu, ktery se konal
v Leningradu, dnes Petrohrad. Bohuzel sbornik tébdoference jeho fspivek
neobsahoval, rozhodl se v roce 1977 opublikovatesysia malém adeckém setkani
v Bari (Italie) a znovu s dopénim v roce 1988 ve &deckémcasopiseBiologisches
Zentralblatt. Tato publikace se dodnes bere jakégtek jeho systému. Do revidované
klasifikace gidal Triticum urartu a znenil ndzvy T. turgidumsubsp.paleocolchicum
na T. turgidumsubsp.georgicum T. timopheevisubsp.araraticumnaT. timopheevii

subsparmeniacuma znenil zarazeniT. zhukovskyi
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Triticum L.
>subsp. spelta (L.) Thell.

Section Monococca Flaksb.
Triticum monococcum L.
subsp. monococcum
subsp. boeoticum (Boiss.) A.Love & D.Love
var. aegilopoides (Link) MacKey
var. thaoudar (Reuter in Bourg. ex Hausskn.) Percival
Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan
Section Dicoccoidea Flaksb.
Triticum turgidum L.
subsp. turgidum
conv. turgidum
conv. durum (Desf.) MacKey
conv. turancium (Jakubz.) MacKey
conv. polonicum (L.) MacKey
subsp. carthlicum (Nevski in Kom.) A.Love & D.Love.
subsp. dicoccum (Schrank ex Schubler) Thell.
subsp. georgicum (Dekapr. & Menabde) MacKey
subsp. dicoccoides (Korn. ex Asch. & Graebner) Thell.
Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk.
subsp. timopheevii
subsp. armeniacum (Jakubz.) MacKey
Section Speltoidea Flaksb.
Triticum aestivum L.
subsp. aestivum
subsp. compactum (Host) MacKey
subsp. macha (Dekapr. & Menabde) MacKey
subsp. sphaerococcum (Percival) MacKey

Triticum zhukovskyi Menabde & Ericzjan

Obrazek 2: Klasifikace rodu Triticum podle Mac Key z roku 1988
dostupné na: http://www.k-state.edu./wgrc/Taxonomyaxmk88.html
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Triticum L.

Subgenus Triticum
Section Urartu Dorof. & A.A.Filatenko
Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan
Section Dicoccoides Flaksb.
Triticum dicoccoides (Kérn. ex Asch. & Graebner) Schweinf.
Triticum dicoccum Schrank ex Schubler
Triticum karamyschevii Nevski
Triticum ispahanicum Heslot
Triticum turgidum L.
Triticum jakubzineri Udaczin & Schachm.
Triticum durum Desf.
Triticum turanicum Jakubz.
Triticum polonicum L.
Triticum aethiopicum Jakubz.
Triticum carthlicum Nevski in Kom.
Section Triticum
Triticum macha Dekapr. & Menabde
Triticum spelta L.
Triticum vavilovi: (Tumanian} Jakubz.
Triticum compactum Host
Triticum aestivum L.
Triticum sphaerococcum Percival
Triticum petropaviovskyi Udaczin & Migush.
Subgenus Boeoticum Migush. & Dorof.
Section Monococcon Dum.
Triticum boeoticum Boiss.
Triticum monococcum L.
Triticum sinskajae A.A.Filatenko & U.K.Kurkiev
Section Timopheevii A.A.Filatenko & Dorof.
Triticum araraticum Jakubz.
Triticum timopheevii {Zhuk.) Zhuk.
Triticum zhukovskyi Menabde & Ericzjan

Triticum militinae Zhuk. & Migush.

Obrazek 3: Klasifikace rodu Triticum podle Dorofeev et al., z roku 1979
dostupné na: http://www.k-state.edu/wgrc/Taxonomy#xdor.html

TehdejSi geopolitické uspa@dani svta vedlo k tomu, Ze vznikly na zakkatkchto

dvou taxonomickych Skol dva z&& odliSné smry vyzkumu. Tuto divergenci

se nepoddo do dnesni doby zcela odstranit (srov. Gonch2@isl).
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NejnowjSi poznatky se shoduji na tom, Ze rbdticum zahrnuje relativé malé
mnoZzstvi drufi — Triticum monococcunk. (AA genom); Triticum urartu Tumanian
ex Gandilyan (AA genom)Triticum turgidumL. (AABB genom);Tritium timopheevii
(Zhuk.) Zhuk. (AAGG genom)Triticum aestivumL. (AABBDD genom) aTriticum
zhukovskyi Menabde & Ericz. (AAAAGG genom). Tyto druhy jsowzckleny
do & sekci: Monococcon (zahrnujici diploidni druhy,244); Dicoccoidea (zahrnujici
tetraploidni druhy, 2n = 28); Triticum (zahrnujf@xaploidni druhy, 2n = 42).dkteré
Z téchto drutii jsou znamy jen jako plané rostliny.(urartu). T. aestivuna T. zhukovskyi
se vyskytuji jen jako ¢stované rostlinyT. monococcum, T. turgiduenT. timopheevii
jsou znamy jako plané, tak kulturni rostliny (Maika 2011). VeSkera dostupna literatura
se shoduje, Ze vSechny tyto druhy vznikly na Blizkeychod a v Zakavkazsku.
NejnowjSi pohled na systematiku roduiticum zahrnuje sice jen 6 drihale ty se dale

¢leni viadu poddrui (tabulka 1).

Tabulka 1: Nomenklatura rodu Triticum
(van Slageren 1994)

Sekce Druhy a podruhy Genomova konstituce

Monococcon Triticum monococcurh. AA

subsgegilopoidegLink) Thell.

subsponococcum
Triticum urartuTumanian ex Gandilyan AA
Dicoccoidea Triticum turgidumL. AABB

subsjicoccoidegKérn. ex Asch. & Graebn.)
subslicoccon(Schrank) hell.
subslurum(Desf.) Husn.

subgmlonicum(L.) Thell.

subgpranicum(Jakubz.) A. bve & D.Léve

subsprgidum

subsgjarthlicum(Nevski) A. Love & D.Léve

subg@leocolchicun{Menabde) A. bve & D.Léve
Triticum timopheevi(Zhuk.) Zhuk. &S

subgpmeniacumJakubz.) van Slageren

subsimopheevii

15



Triticum Triticum aestivuni. AABBDD

subg@stivum

subgpmpactun{Host) MacKey

subsphaerococcun@Percival) MacKey

subspacha(Dekapr. & Manabde) MacKey
subspelta(L.) Thell. Spelt
Triticum zhukovskyWlenabde & Er AAAAS

VSeobecn se dnes fijima, Ze na vzniku dnesSnich polyploidijnich déupSenice
podilel vedle rodTriticumi rod Aegilops(mnoho&tt). Jak podrob&ipopisuje Goncharov
(2011). Linné sice wenil oba rody, avSak jini autiood 19. stoleti tyto rody povazovali
za jeden. Tyto historické nejasnosti fedale komplikuji data zji8ha pomoci
molekularrgé biologickych metod, Ze rodyriticum a Aegilopsnemaji monofyleticky
puvod (Petersen et al. 2006)}eB tuto komplikovanou situaci existuje dnes moktely

je vSeobectiakceptovan (obrazek 4).

Triticum turgidum (AABB)

Aegilops speltoides (BB) Aegilops tauschii (DD)

Triticum urartu (AA)

Triticum aestivum (AABBDD)

Obrazek 4: Chromozomalni konstituce druhi podilejicich se na vzniku
hexaploidni pSenice (Gill et al. 2004)
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2.2 Vyvoj a stavba obilky pSenice seté

Obilky v praxi zname jako zrna obilninidlevsim jako jeden ze zakladnich zdroj
vyZzivy jsou zndmyloveéku od doby prvnich ze#délcu, ktefi zatali péstovat rostliny,
a doprovazeji ¢clovéka po celou dobu jeho historie. Do ¢atku 19. stoleti
vSak byla ¥novana struktie obilky jen velmi mala pozornost. Prvnim, kdo deta
popsal strukturu obilky, kterou nazadrium byl M. Mirbel v roce 1808. Vzapi (1811)
jeho praci kriticky zhodnotil L.-C. Richard a ohilkhazvalcaryopsis(True 1893). Od té
doby byla ¥novana obilce zrima pozornost. Byla detadinstudovana jeji struktura
a chemickeé sloZeni. Z4jem se soedil na fyziologické procesy v fio¢hu jejiho vyvoje.

A navic je v posledni d@hbvice w¥novana pozornost expresi gelthem tohoto vyvoje.

O vyvoji a struktiie obilky vSeobea¥) i obilky pSenice zvI&5 existuje v literatte
velké mnozstvi udéj Pozornost je anovana pedevSim vyvoji zarodku a endospermu.
To je logické, protoZze zérodek je zaklad nové nogtla endosperm je jednim
z nejdilezitejSich zdroji vyzivy c¢lovéka. Obalovym vrstvam obilky bylaémovana
nepongrné mensi pozornost. Je zajimave, Ze vyvoji a stiekbbalovych vrstevanovali
detailni pozornost iedevsim #v¢jSi  autdi. Pres velké mnozstvi 0daj
které jsou shromazZdy v zakladnich &ebnicich, ¥deckych, odbornych, popul&rn
nawnych i popularnickélanka v nékolika oborech — fedevsim botanice, zewaklstvi
a potravinéstvi. Tato skuténost z¥tSuje mnozstvi udaj ale zarove vznikaji i odlisne
pohledy. Existuji i izna pojeti nap pavodu jednotlivych struktur. K tomu seigavaji
i terminologické problémy. Jedna a tatdZ strukmtge mit fzné nazvy. Nefesnosti
¢i chyby vznikaji i nepesnymi peklady tiznych termif do cesStiny. Nasledujici text
je tedy kompilaci udéjo obilce pSenice obe&rznamych i publikovanych vesdecke
a odborné literafie. Z nojSich byly za zaklad vzaty jako nejlepSi prace jigkae gimo
pSenice, které publikovala Batygina (1974, 1987)ni Au pivodnich praci
nebylo dostatné mnozZstvi 0udaj které se detaith zabyvaji vyvojem a strukturou
obalovych vrstev obilky. Zde se jako nejhodriggnhjevila prace, kterou publikoval True
(1893). Ri tvorbe textu bylo gihlédnuto i k viastnim vysledikn.

Obilka je fazena mezi plody pravé suché nepukavé. To znam@najznika
ze semeniku a sklada se z oplodi — perikarpu, ¥ gdatosti suchého plodu. Ma vrstvy
exokarp, mezokarp a endokarp. Oplodi obklopuje seme Fipact obilky jedno, které

se v doB zralosti neuvaluje z oplodi. Do progedi se tedy &i cely plod. Semeno ma na
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povrchu osemeni — testu. Obsahuje zarodek a zagddtnio endosperm. Obilka je

charakteristicka tim, Ze oplodiista s osemenim, endosperm zaujima jejiét&j¢ast

a relativi¢ maly zarodek, ve srovnani s endospermem jéngnaodifikovany.

Obilka se jako plod pravy vyviji ze semeniku. Terodu pSenice vznika &stem
tii plodolisti. Gyneceum je synkarpni. Rlnyvinuty semenik mé& Siroky konicky tvar.
Apex je orientovan simem dofi. Na zadni stran(orientované dovnitklasku) je ténsf
po celé délce ryha. Pod ni jsou ursigt vodivé svazky. Tato ryha také ukazuje, do jaké
miry je vajtko piipojeno k placer mis€ na vnitni strak semeniku. Vagko
je k ni gipojeno gimo, neni zde poutko, kterym byva semeno k placeotmalrg
piipojeno. Jedna se o tzv. placentochalazu. SirdkAky strana semeniku je pokryta
jemnymi trichomy. Stha semeniku neni vSude stegilnd. Snérem k apexu se jeji
tlou&’ka zwtSuje. Je tviena vijSi pokozkou. Pod pokozkou se nachazi vice vrstev
kulovitych parenchymatickych bgk. Smérem dovnit se zvySuje mnoZstvi
meziburé¢nych prostoil. Nasleduje jedna vrstva btknkubického tvaru, které obsahuji
chlorofyl, tzv. chlorofylové biky. Vrstva, kterou tvii, se kkdy nazyva chlorofylova
vrstva. V oblasti ryhy mohou byt chlorofylové iiky ve dvou vrstvach
(True 1893; Batygina 1974, 1978). V semeniku jegedajiko, které dutinu semeniku
zcela vyphuje. Jedna se o kampylotropni typ vkf se déma integumenty. Oba jsou
tvoreny d¥ma vrstvami buék s vyrazi tenkymi sénami. Nucelus je tv@n rékolika
vrstvami parenchymatickych bék opst s vyraz® tenkymi sénami. Buiky nucelu
priléhajici k vnitnimu integumentu vyt¥aji tzv. nucelarni epidermis. Integumenty jsou
v kontaktu s vniini pokoZzkou semeniku, samy mezi sebou a dal takécslarni
epidermis. V tomto stadiu spolu nejsou struktu¥&pojeny s vyjimkou placentochalazy
(True 1893), (Batygina 1974, 1978). V nucelu jéstén zarodény vak typuPolygonum
U pSenice se sklada z oosfeéry, dvou synergid, &ertouiky, ktera je nejtsSi a obsahuje
dvé polarni jadra. P&t antipod je oprottislu charakteristickému pro typ zarédého
vaku Polygonum tj. tfi, zmnozeny, obvykle jich byva vice nez deset. yBaia 1974,
1987).

V dusledku nerovnogrného fistu kEhem vyvoje ventralni a dorzalni strany
semeniku dochazi k pozménému umisini vajicka. Na tom se dale podili i nesymetricky
vyvoj samotného vajka, ve kterém probiha nesymetricky vyvoj nuceluagainych

obali. Obilka se zéne vyvijet po prothnuti dvojitého oplozeni. £Zae dochazet ke
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strukturalnim zrmnam a ndni se velikost (obrazek 5). Blizna zanik&nst semeniku se
méni v oplodi. Z vajtka vznikd semenoRadou autck byla definovana jednotliva
vyvojova stadia vyvoje. Nejpropracovg$i acasto citovany systém vypracovali Rogers
& Quartano (1983). VSechny systémy jsou vSak zalpae typickych stadiich vyvoje
zarodku a endospermu. Vyvoji obalovych vrstev menbvana ¥tSi pozornost.

Y - integumenty e - nucelus - zarodek ? - endosperm
- , i RS /

Obrazek 5: Vyvoj obilky po oplozeni (Batygina 1987)
A -5 az 6 hodin, B—1den, C-2dny, D -3 aidy, E -7 az 8 dd,
F-9az10dh4, G—-11az 12 dt, H-13 az 15 di, | — 25 az 30 dé
Z oosféry oplozené jednou spermatickouihnu (sandi gametou) se zZae vyvijet
zarodek. Ten je u pSenice, stejjako u vSech druh celedi lipnicovitych, silg

modifikovany. Tato modifikace znamené abseritlay. Misto ni je vytvéen tzv. Stitek
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(scutellun), pomoci ghoz jsou v dob kliceni mobilizovany, nasvany a transportovany
z&sobni latky uloZzené v endospermuddsti zarodku, ze kterych se vyviji rostlina —
plumuly (pirka) a radikuly (kiinku). UZ v zarodku jsou vyvinuty zaklady adventom
koreni. V pripadt pSenice byvaji dva. Pirko je kryto koleoptyli. iifeek je obklopen
koleorhizou. Naproti Stitku mezi plumulou a radiulje drobny Gtvar — epiblast. RIn
vyvinuty zarodek pSenice seté zaujima meast zralé obilky. Relativhmal& velikost
zarodku se da vysitlit tim, Ze neobsahuje Zadné zasobni latky. Charesktické

je ukladani zasobnich latek u obilky vyhradio endospermu.

Endosperm zme vznikat po splynuti druhé spermatickélous pdlovymi jadry.
Vzniklé triplodni jadro sedi a postupt se pongrné slozi diferencuje v mnohobutiné
pletivo. U pSenice se jedna z vyvojového hlediskavonuklearni endosperm. V ranych
stadiich vyvoje dochazi pouze ke karyokinezi. &meé stny se zainaji vytvdet az po
vzniku ugitého p@tu jader. V endospermu madudliSnécasti — Skrobnaty endosperm
a aleuronovou vrstvu. Skrobnaty endosperm je wdohlosti tvden buikami zcela
vyplnénymi zasobnimi latkami (bilkovinami — gliadinem &tgninem a pedevsim
Skrobem). Biky Skrobnatého endospermu jsou v &obralosti bez funéniho
protoplastu. Aleuronova vrstva vznikd ke konci taizace endospermu. U obilky
pSenice je tviena jednou vrstvou bk na celé periferii endospermu. ity aleuronové
vrstvy maji typicky, vice @n¢ kubicky, tvar odliSny od ostatnich biknendospermu.
Vyrazre se liSi i svoji vnitni strukturou. RedevSim obsahuiji fuki protoplast, ktery
obsahuje znmé mnoZstvi aleuronovych zrn. Charakteristicky ysoky obsah lipid a
predevsim hydrolytickych enzyimAleuronova vrstva ma vyznamnou tlohu zejméia p
procesu kkieni. Mér casto je zmiovana subaleuronova vrstva. Jejinky jsou
v pacateenich stadiich vyvoje zrtaé podobné biikkam aleuronové vrstvy, ale pagide
jejich struktura u pSenice shodna s ostatniniikami endospermu (Batygina 1987).
Zbyvajici struktury zarodmého vaku, synergidy i antipody jsou postéipnpSenice

eliminovany.

S vyvojem zarodku a endospermu je postupychle eliminovan i nucelus.
Jeho buiky jsou stl@ovany a resorbovanyresna pozorovani ukazuji, Zze nucelarni

epidermis se stava stasti obalovych vrstev obilky betetelné buacné struktury.

Pokud se tyka integumént prvni zaznamenatelnou #2nou po oplozeni

je zeslabovani bwk vr¢jSiho integumentu. Ztraceji tvar a jsou postuphbsorbovany,
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ale neni se jejich charakter. S postupnym vyvojem sigkbyeho vrgjSi vrstvy stl&uiji,
jejich zbyvajici lumen se vyplije, buréné stny se stavaji hyalinnimi. Vznika
tzv. hyalinni vrstva. Butné sény vnitini vrstvy naopak tloustnou, takze tytonky
nemeni prilis svij tvar. OvSem ztraceji protoplast. Vznikly kompladedstavuje osemeni
— testu. U tzv¢ervenych pSenic, ke kterym piatétSina gstovanych odrd pSenice seté,
se zde ukladaji latky #gobujici charakteristické zbarveni obilky. Jak uvdbdlestina
(2013) jedna se o proantokyanidiny. 8em vre je tzv. kutikularni vrstva, ktera nebyva
vzdy uva@na. Vznikla v disledku splynuti tenkych kutikul ¥iho vajéného obalu a

vnitini pokozky stny semeniku.

Ve se&n¢ semeniku, ze kterého se vyviji oplodi — perikadpchazi k prvni
pozorovatelné zeme v bunkach sousedicich s chlorofylovou vrstvoussem vre. Krome
vngjSi pokozky s kutikulou a dvou &%y vrstev parenchymatickych bélnjsou ostatni
parenchymatické vrstvy postupmbsorbovany. Obdobne absorbovéana, zcela nebo
casténe, vnitini pokozka semeniku. Bky chlorofylové vrstvy se tangenci&n
prodluzuji. Nabyvaji protahly tvar, a proto se nagy trubicovité buiky. Jejich stna
silng¢ tloustne a je typickd svymi zt&gninami. Déale tyto htky ztraceji chlorofyl
a protoplast je resorbovan. Protoze je tmiitpokozka bugk cast&éné nebo zcela
eliminovana, pedstavuji trubicovité hiky v klasickém schématu plodu endokarp. Vyvoj
postupuje dale i whtrubicovitych bugk. Zde je zachovana pokozka, ale jejinky
ztraceji protoplasty a maji zmensené imiprostory. V klasickém schématu plodu se

jedna o exokarp.

Zbyvajici parenchymatické bky jsou dale¢ast&€né eliminovany. Bugcné sény
zbyvajicich dvou azZi tad parenchymatickych bék silné¢ tloustnou, jejich protoplast
je eliminovan. Oznauji se jako tzv. ficné buiky. V klasickém schématu plodu se jedna
o mezokarp. $hy pricnych burk se postup$ dostavaji do bezprdasidniho kontaktu
se sénami trubicovitych bukk a spojuji se s nimi. Biky vnitini pokozky semeniku,
pokud jsou zachovany, se spojuji s hyalinovou wst¥ mistech, kde zachovany nejsou,

se s hyalinovou vrstvou spojujéimo vrstva trubicovitych buik.

Zrala obilka obsahuje sice vSechngsti typické pro plod — perikarp (sloZzeny
z exokarpu, mezokarpu a endokarpu) a semeno (§iddda z osemeni, endospermu

a zarodku), (obrazek 6). VSechtgsti jsou vSak vysoce modifikované. VSechny obalové
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vrstvy, perikarp a osemeni jsou spolu spojené. iiuto spojeni dochazi v {ehu
vyvoje obilky. K tomu vyznamprispiva i oblast pvodni placentochalazy.

Obalové vrstvy jsou maternalnihdyodu. Na jejich vzniku se nepodilely generativni
procesy na rozdil od zarodku a endospermu. Zargeletiploidni s jednou sadou
chromozond maternalniho fvodu a druhou sadou pochézejici z pylu. Triploidni
endosperm je tven d¥ma sadami chromozahmaternélniho fovodu a jednou sadou
Z pylu. PIr¢ vyvinuté obilka pSenice ma ovalny tvar o délce B8 a Sice 2,5-4,5 mm.
Je dorziventrakh zplostla. Ventralni strana je hladka nebo n¢irghovana v zavislosti
na odfidé. Na ventralni stranje ryha. Na apexu jsaietné trichomy. Zarodek se nachazi
na bazi obilky (obrazek 6). Najtsi ¢ast obilky zaujima endosperm (80-85 %), nasleduje
zarodek (2-3 %) a obaly obilky (13-17 %), (Sramketél. 2009). Obsah e byt
i odliSny od uvadnych hodnot. Zavisi na oihl¢ i podminkach gstovani. Na obojim
zavisi i konkrétni chemické sloZeni obilky. Na tdéma existuje rozsahlé mnozstvi
literatury.
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Obrazek 6: Podélnyiez plné vyvinutou obilkou
(Batygina 1987)

2.3 Zbarveni obilky pSenice

Obilky pSenice seté mohou miizné zbarveni, to je Zgobeno pigmentyaznych skupin.
Obilky vétSiny psstovanych odrd jsou zbarvenyerverg. Pigment je tvien derivaty
katechinu a katechintaninu vznikajicimi v procesasyntézy flavonoid. Hlavnim
pigmentem je flobafen. Bilé obilky tato barviva beahuji (Miyamoto & Everson 1958).
Nyni je vSak znamo, Ze flobafeny jsou derivaty &lav-olu, ale ne flavan-3-olu, které
byly v pavodni praci detekovany v testu (Winkel-Shirley 2p0Na zaklad tohoto
zjisteni Khlestkina (2013) iwdpoklada, Zetervené zbarveni osemeni jetgpbeno

nikoliv flobafeny, ale proantokyanidiny.
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U nekterych odéid nebo genotyp je zbarveni jiné — purpurové. Vyzhai
se vyskytem antokyadn v perikarpu obilek, kde jsou nejvice zastoupeny
kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid a kyamdukcinylglukosid
(Abdel-Aal & Hucl 2003; Knievel et al. 2009). Dalfopisovanou barvou obilky
je modra. Modré obilky se liSi od purpurovych shite a zastoupenim jednotlivych
antokyari a uloZenim jinych anatomickych vrstvach (Abdel-A&l Hucl 2003),
coz lze pozorovat ietelre i na gicnych fezech obilkou. Pigmenty jsou nejvice
zastoupeny delfinidin-3-glukosidem a  delfinidint8tnosidem a  ukladaji
se do aleuronové vrstvy. Zluté zbarveni obilek paspbené karotenoidy,igdevim
luteinem a zeaxantinem, které jsou ukladany velsiatem endospermu. Obsah Zlutého
pigmentu je v satasnosti nejvice prostudovanTudurum(Zhang & Dubcovsky 2008;
He et al. 2009). Lokalizaci a skupiny pigmienikazuje tabulka 2. Ukladani pigmént
neni stejnorérné, jak ukazujeifklad purpurového perikarpu (obrazky 7 a 8).

Tabulka 2: Zbarveni obilek a skupiny pigmenti, které je zpasobuji

zbarveni obilky skupina pigmenti lokalizace
cervena derivaty katechinu perikarp, testa
purpurova antokyaniny (kyanidin-3-glukosid, perikarp

kyanidin-3-rutinosid)

modra antokyaniny (delfinidin-3-glukosid, aleuronova vrstva

delfinidin-3-rutinosid)

Zluta karotenoidy (lutein, zeaxantin) endosperm

bila bez pigmentu
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Obrazek 7: Priény Fez obilkou genotypu ANK-28B s purpurovym perikarpem
Ukladani pigmenti po obvodu obilky neni stejnongrné, rozdily
vyznaceny Sipkami. (méFitko = 1 mm)

Obrazek 8: Pri¢ny Fez obilkou genotypu ANK-28B s purpurovym perikarpem
Ukladani pigmenti v perikarpu neni stejnomérné. (méritko = 200pum)
P — perikarp, T —testa, A — aleuronova vrstva, E endosperm
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2.4 Lokalizace genmi zodpowdnych za zbarveni obilek

Tabulka 3: Geny odpowdné za zbarveni obilek a jejich umigini a aktualni

znageni
CHROMOZOM OZNA CENI GENU
3AL R-Al
1 2 38 4 5 6 7 3BL R-B1
M | «2 spl! 3DL R-D1
{11} "’I"("" [Pupwovdbara ]
184
L :J gt & AA R 2A Pp3a, Pp3b
' 6A Pp2
.
4 2412 \é 7D Pp-D1
i hHE —
A | , FS 4A Ba2
! ‘ ‘ ' .u " .
e 4BS Bal
Zluta barva
' 9! 1 2% '
D _" -Ji-18-1 1 ,_}i_& g' 5A Psy2-Al
'y ) 5y 4 ‘:‘ 5B Psy2-B2
7AL Psyl-Al
7BL Psyl1-B1l
7DL Psyl1-D1

Obrazek 9: Chromozomy hexaploidni pSenice seté

2.4.1 Cervené zbarveni

Cervena barva obilek se vyskytujedidiny bsznych evropskych odd psenice, ovladana
je jednou zetf dominantnich aleR-Al (na chromozomu 3AL)R-B1 (3BL) a R-D1
(3DL), (obrazek 9, tabulka 3). Bila barva obilkyzj@isobena recesivnimi alelamiAl,
r-Bl ar-D1.

2.4.2 Purpurové zbarveni

Purpurova barva obilek je @pobena antokyany. U pSenice seté se mohou antokyany
objevovat u gkolika dalSich orgain— koleoptyle, stébla, listow&epele i pochvy, ousek
I jazycku, pluch, praSnik Pomoci klasické genetické analyzy byly identifiaay
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dominantni geny, které jsou zodgowé za tento znak. Jsou oZoeany
jako Rc(red coleoptile)Pc (purple culm)Plb (purple leaf bladeRIs (purple leaf sheat),
Pan (purple anther),Pp (purple perikarp) aBa (blue aleuron). Podrokno celé
nomenklatie pojednava Katalog genovych symbal pSenic (Macintosh et al. 2013).
Tyto geny pojmenované purple pericaRp) se nachazeji v genomu A a B (obrazek 9,
tabulka 3).

Cela tato problematika je pak shrnuta v préaci, ddepublikoval Zeven (1991).
NejnowjSi zjisS&ni naznduji, Ze genyPc, Plb, Pls, aPp jsou transkripnimi regulatory
geni biosyntetické drahy antokyan Sekvence é&hto ger nejsou dosud znamy,
a proto neni mozné studium jejickiimé ulohy (Tereshchenko et al. 2013). Z tohoto
duvodu se prace, kter&nuji problematice vzniku antokyaw riznych organech, dosud
sousted'uji na geny biosyntetické drahy antokwyarjejichz sekvence jsou znamy.
Poznatky tykajici se uvedenych @gebyly ziskany klasickou genetickou analyzou,
v posledni dob kombinovanou s molekul&tiologickymi metodami (srov. Khlestkina
2013).

V samotné obilce purpurovych pSenic se tedy ukiaddajokyany v perikarpu.
Geneticky zdroj purpurového zbarveni perikarpu m&eseté pochazi pragpodobr
z tetraploidnich pSenicipodem z Etiopie. Je znamo, Ze prvni vzorky bylylqog
z Etiopie do Nmecka #meckym botanikem G. W. Schimperem (1804-1878). @d&u
pak dostaly do dalSich zemi (Australie, USA, Kandlyska), kde poslouzily k vyuziti
nejdive predevsim v praxi. Dodnes neni zcela jasné, o jakgntaebo srs taxorh se
s dalSimigasto nepesré definovanymi taxony. K tomu jeSprispiva nejednotny pohled
na taxonomii pSenic, jak je zngmo vySe. O celém po¥mé slozZité otazce pojednava
podrobr Zeven (1991). Celou problematiku dale komplikwjeZe purpuroveé zbarveni
obilek pSenice setéine mit fiznou intenzitu od pkpurpurové, kterd seime jevit az
jako ¢erné po s#tlejsSi hrédopurpurovou. Bznou intenzitu zbarveni mohou oviwat
jak geneticke faktory, tak faktory ¥$iho prostedi, fredevsim teplota a &tfo (Zeven
1991). Vyznamny vliv sétla prokazal uz Sharman (1958). To mohlo mit vyzmaniiv
na interpretaci ziskanych vysladiPopsané problémyejme prispivaji k tomu, Ze otazka
puvodu genetické podménosti purpurového zbarveni neni zceld#edena festo, Ze je

ji vénovana pozornost s pomoci klasickych genetickyelpasledni do®éi molekularrg
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biologickych metod vice jak 55 let. Zda se, Zegbni dilezita gritomnost funknich alel
dvou komplementarnich géze dvou @iznych genora (A a D v ipadt pSenice seté A a
B v pripack pSenice tvrdé F. durun), protoZe purpurové zbarveni perikarpu bylo &jist
jen u alopolyploidnich druh(Khlestkina 2013).

U tetraploidni pSenice Sharman (1958) jako prvistizjjeden dominantni gen
zodpowdny za purpurové zbarveni perikarpu. Copp (196%iiloZe se tento gen dostal
z pSenice tetraploidni do hexaploidni pSenice. &lsy, které ziskali Macintosh & Baker
(1967), ukazaly, Ze za toto zbarveni jsou zoddoe dva komplementarni dominantni
geny. Bolton (1968, 1970) provetthdu velmi zajimavych ikzeni. Zjistil v genomu
hexaploidni pSeniceitgeny zodpovdné za purpurové zbarveni perikarpu. QGina
symbolemP1, P2 a P3 (purple). Je jen Skoda, Ze je originalni praceosagna.
Z abstraktu, ktery je dostupny si nelzelatliplnou pedstavu o jeho pokusech. V dalSich
pracich byly popisovany jen dva geny. Piech & Evér®79) potvrdili u hexaploidni
pSenice existenci dvou komplementarnich dominatgietii a pomoci monosomické
analyzy je lokalizovali na chromosomech 3A a 7Bifftar(1987) vyslovil predpoklad,
Ze tyto dva dominantni geny vznikly duplikaci. Uiive zjistili Gilchrist & Sorrells
(1982) u temd& purpuro¥ zbarvenych obilek genotypu Charcoal, Ze je temakz
ovladany duplikovanymi geny, které jsou dominantni.

Arbuzova et al. (1998) odvodili d\blizce isogenni linie nesouci geny pro purpurové
zbarveni obilky z australského genotypu Purple Feddnadského genotypu Purple
na genetickém pozadi genotypu Saratovskaya 29,y ktead obilky c¢ervené.
Arbuzova & Maystrenko (2000) vyuzili ziskané linpgo monosomatickou analyzu
a nasli ti geny. GerPplz genotypu Purple Feed lokalizovali na chromozoiwaen
Pp2na chromozomu 6A. GdPplz genotypu Purple se nachazi na chromozomu 7B a gen
Pp3 na chromozomu 2A. Je zajimavé, Zze uz Bolton (19&&)oroval nezavislou

segregaciif geni pro purpurové zbarveni obilky u zcela jinych gempt

Velky posun vnesly do této problematiky molekutabiologické metody. PouZiti
molekularnich mark&rumoznilo zjiséni, Ze se skute¢ jedna o dva komplementarni
geny. Dva dive uvazované genyp2 aPp3 se ukazaly jako dvalely stejného genu.
Komplementérni geny pro purpurovy perikd®pl, Pp2 a Pp3 byly now ozn&eny
jako PplaPp3 kde gerPp3 piedstavuje d¥ raizné alely pod ozri@nimPp3baPp3a
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(Dobrovolskaya et al. 2006). Ke stejnémug&ay Ze se jedna o gvuzné alely stejného
genu, dosgi ve stejné dob na zaklad kiizeni (Knievel et al. 2009).

Zarover bylo provedeno pomoci mikrosatelitnich matkérgenetické mapovani
(Dobrovolskaya et al. 2006, Khlestkina et al. 200Byedené naySi ozn&eni
je jednodussi, ale neni posledni. Tereshchenkd €2Gi2) potvrdili stary pedpoklad
s pomoci mikrosatelitnich markerze gen pro purpurové zbarveni obilky se dostal
do genomu pSenice seté z genomu pSenice tvrde. ediveautdi predpokladaji,
Ze se jednéa o ortologni geny. U pSenice tvrdéale wdchazi na chromozomu 7B, zatimco
u pSenice seté je uminttento gen na chromozomu 7D. Aby d&utgto geny od sebe
odlisili, ozn&:ili gen PplpSenice seté jakBp-D1 Zda se, Ze se bude oZoeani gei
dale komplikovat (srov. Khlestkina 2013).

2.4.3 Modré zbarveni

Modra barva obilek je Zpobena ukladanim antokyando aleuronové vrstvy.
Je kddovana geriya. Modra barva aleuronoveé vrstvyijigena kodominantnpisobicim
genemBal Do pSenice se tento gen dost&rmesenim celého ramena chromosomu
z Thinopyrum ponticumPodp., které bylo zabudovano do chromozomu 4BS
(Qualset et al. 2005). Genotyp Tschermaks Blaug@émiSommerweizen obsahuje
odliSny genBa2, ktery byl grenesen disomickou substituci chromozomu 4Fiticum
monococcunssp.aegilopoides(Dubcovsky et al. 1996, Singh et al. 2007). Odichyl
ve zpisobu a@di¢nosti ukazuji, ZeBal a Ba2 jsou odlisSné geny (Mettin et al. 1991).
Katalog genetickych symbibpSenice uvadi kro&wvysSe uvedenych dvou gijese geny

se slabsi expresi modré barvy 'half-blue’, kterg/skytly ve vzorkul. monococcurapp.
aegilopoides DalSi mozny gen pro modrou aleuronovou vrstvurimhl byt na mist
chromozomu 4D, ktery byl substituovan chromozomoyarem 2Agropyron elongatum

u genotypu Xiao Yian pochéazejici Giny (Zeller et al. 1991). Vysledky zobrazeni
chromozond pomoci metody FISH a GISH provedenétasti genotyp s modrou
aleuronovou vrstvou sipnesenymi chromozomy nebo jejich segmeniyhinopyrum
ponticum prokazaly, Ze genové zdroje s modrou obilkou lzedilit podle velikosti
pienesenych segmentjejich umis¢ni na chromozomech a & chromozom Ize
rozclit do Sesti rozdilnych skupin (BureSova et al. 201Tato skuténost ukazuje

na velkou genetickouiznorodost mezi jednotlivymi genovymi zdroji vyzuogcimi
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se modrym aleuronem obilek a je fsita uvazovat, ZeAgropyron elongatuma
Thinopyrum ponticurjsou jedny z mnoha synonym vzhledem k pouzivaméemklatute

rodu pSenice.

2.4.4 Zluté zbarveni

Zlutd barva obilky je podméma ukladanim karotendiddo endospermu obilky.
Geneticky se jednd o dva gemgyl a Psy2 které se nachazeji v 7. a 5. skupin
homeologickych chromozaoim(Pozniak et al. 2007). Ty oviiwji biosyntetickou drahu
karotenoid, konkrétk enzym fytoensyntazu. Nejvice jsou prozkoumdrsyl-Al
(na 7AL),Psyl1-B1(7BL), Psy1l-D1(7DL), Psy2-A1(5A), Psy2-B1(5B), Psy1-A1(7AL),
Psy1-B1(7BL), Psy1-D1(7DL), Psy2-Al1(5A), Psy2-B2(5B), (Howitt et al. 2009,
Catalogue of Genetic Symbols for wheat)C¥ské republice byly registrovanymecké

odnidy Citrus a Luteus, které obsahuji karotenoid tutezeaxantin.

2.5 Biosyntetické drahy a geny zodpotdné za produkci antokyari

Antokyany jsourazeny mezi fenolické latky. Tyto latky vyiené v rostlinach vznikaji
po WtSinou fenylpropanoidovou a fenylpropanoidacetatoeestou. Kkovymi enzymy
jsou [ fenylpronanoidovné cest  fenylalaninamoniumlyaza (PAL)
a tyrosinamoniumlyaza (TAL), (obrazek 10). Jejidslanim je konverze fenylalaninu
na kyselinu skicovou a tyrosin na kyselinu p-kumarovou. Velky rmgm
mezi fenolickymi latkami zaujimaji prév flavonoidy, kterych je dnes znamo
vice nez 4500 slaenin (Klejdus 2004). Antokyany jsou na¢te nestabilni a ve vad
nerozpustné, tudiz se obvyklgirpzert nenachazi ve volném stavu. Misto toho
se ve vakuolach hiky vyskytuji slodené s cukry, které jim poskytuji stabilitu
a rozpustnost ve veéd V tomto gipadt je aglykonova (necukern&pst oznaovana
jako antokyanidin (De Pascual-Teresa et al. 2010).
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PAL C4H OH 4CL OH
—> ﬂ/© —> —>
| |

HOOC™ 'NH, HOOC HOOC COSCoA

fenylalanin kyselina skofFicova kyselina p-kumarova 4-kumaryl-CoA

Obrazek 10: Pdtatek biochemické drahy syntézy antokyat
(PAL fenylalaninamoniumlyaza, C4H — cinamét 4-hydraylaza, 4CL
4-kumaryl-CoA-ligaza)

Biochemicka dradha syntézy antokyamje velmi dolse propracovana a [Fat
k metabolickym systéfim rostlin, které jsou v s@asnosti dale intenzienstudovany
(Winkler-Shirley 2001, obrazek 11). Velké mnoZzserizymi se podili na regulaci
téchto drah. Hlavnim enzymem je zde chalkonsyntd4S(CDaéle do této drahy Fat
chalkonisomeraza (CHI), flavanon 3-hydroxyldza (f3#ihydroflavonol 4-reduktaza
(DFR), antokyanidinsyntaza (ANS), UDPG-flavonoidgisyltransferaza (UFGT).
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Obrazek 11: Biochemicka draha vedouci k syntéze apkyani
(Holton & Cornish 1995)

(CHS — chalkonsyntazaCHI — chalkonizomeraz#3H — flavanon-3-hydroxylaz&LS
— flavonolsyntazal-3'H — flavonoid-3’-hydroxylaza,

F3',5'H — flavonoid-3’,5-hydroxylazaDFR — dihydroflavonol-4-reduktaza,

ANS —antokyanidinsyntaz&GT — flavonoid-3-O-glukosyltransferaza)

Strukturni geny, které jsou zodpwiné za produkci enzyim jsou v sodasnosti
intenzivre studovany. Vznik kazdého enzymu je podénimejmér jednim genem.
Zakladnim kritériem rozileni geri jsou obdobi, kdy se projevuji jejich produkty
(enzymy). Geny kddujici enzymyigobici v rané fazi se ozhgi jako Early Biosynthesis
Genes (EBGs) a genyigobici v pozdni fazi péitdo skupiny Late Biosyntehesis Genes
(LBGs) (Nesi et al. 2001). Do skupiny gepisobici v rané fazi jsotazenyCHS CHI a
F3H. Do druhé skupiny uplatijici se v pozdni fazi jsou rmzeny genyDFR, ANSa
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UFGT. Kazda z d&chto skupin je regulovana jinym sledem transkmiph faktofi
(Martin et al. 1991).

Geny pro enzymy mohou byt v genomu ve vice kopNeiké mnozstvi rostlin nese
vice kopii genu pro chalkonsyntazQHS), jejichz exprese e byt jak konstitutivni,
tak ovlivnenacasow, mistré anebo v zavislosti najgich podminkéach, jako je UV #&ni
¢i interakce s patogeny (Koes et al. 19&HiSbyl detekovan na homeologické skupin
1 (na kratkém raménku 1B a 1D) a 2 (Li et al. 1998)provedeni experimentu s bilymi
obilkami, Thinopyrum ponticuma s pSenici s modrymi obilkami, ktera vznikla
pravéEpodobré zkiizenim pSenice s planym druhefhinopyrum ponticum Diky
sekvenaci DNA byly ziskany 2 odliSné kopie cDNIAS které byly velmi podobné.
Nukleotidové sekvence se vyzioaaly vice nez 96% podobnosti a shoda na urovni
aminokyselin byla vyssi (98,9 %), coz je dano degevanosti genetického kddu. Tento
rozdil odpovida rozdilu v&tyiech aminokyselinovych zbytcich. Bkopie cDNACHS
byly izolovany z jeding s modrymi obilkami, ale pouze jedna z pSenicdysriobilkami
a stejié tak jedna Zrhinopyrum ponticumSekvenceéchto geri obsahuje pouze jeden
intron a jsou evolkné velmi konzervované. Southémn blotting ukazal, Ze genom

pSenice s modrymi obilkami obsahuje nejié&tyti kopie CHS(Yang et al. 2004).

Rada dal3ich génjiz byla také popsana. Wkterych byla sledovana i jejich exprese.
Liu et al. (2005) izolovali nejive 3 geny kodujici dihydroflavonol-4-reduktazusdepice
s purpurovymi obilkami. Pomocin situ hybridizace zjistili, Ze jejich transkripty
jsou lokalizovany pouze v tést AvSak antokyanové pigmenty byly lokalizovany
i v perikarpu. To ukazuje, Zze do jeho Bknmusi byt transportovana iumRNA,
nebo pislusné enzymy anebo dokonce samotné pigmenty. @etdblematika
je pak o mnoho slo#jsi, protoze musi existovat mechanizmy tohoto fartsi. Ty musi
byt regulovany dalSimi geny a ovladany transkmimi faktory. Produkce antokyan
je z genetického hlediska ovladana geny, které mmidpowdné za tvorbu enzyin
pro syntézu a degradaci danych pigniemat geri, které maji regukani funkci,
tzv. regul&ni faktory (Ficco et al. 2014). UZ Himi a Noda (B)aznaili, Ze geny
popisované klasicky jako strukturni gefigdici barvu obilek Pp) jsou ve skuténosti
transkrignimi faktory. Khlestkina (2013) vyslovila@dpoklad, Ze geny &ujici zbarveni
vSech orgam pSenice mohou pidt do rodin Myb- a Myc-like geni, které koduji
transkrigni faktory strukturnich genv rostlinach.

33



Ahmed et al. (2006) seémovali zbarveni koleoptyle uiznych druli pSenice
ve vztahu k osstleni rostliny. Vysledky studie ukazuji, Zégobeni s#tla vyvolava
expresi gefh Early Biosynthesis Gene£BG9 a Late Biosyntehesis GendsBG9
pro syntézu antoky@n(Ahmed et al. 2006). Tyto vysledky naZof, genRc reguluje
pouze expresi LBG. DalSim z&em studie Ahmed et al. (2006) bylo, Ze pigmentace
antokyany koleoptyle pSenice je vyvoldna pouze étedmou  aktivaci.
Hartmann et al. (2005) provedli pokus s huslegrin rolnim Arabidopsis thaliang)které
byly na 70 hodin uzaeny do prostoru bez UV #ni. U sledovanych gérCHS, CHI,
F3H aFLSbyla mira transkripce vyraZrsniZzena. Poipsunu rostlin do pragdi s bilym
swtlem obsahujici také UV, byl z listprvni gepis tchto geri detekovan uz po Sesti
hodinach ozevani (Hartmann et al. 2005). V testovanych orgaraeseniku (kwety,
listy, plody) byly gepisem geh detekovany bdi vSechny anebo Zadny z nich. Pro
biosyntézu flavonoitl jsou tedy pdebné pepisy vSechityi geni, i kdyZz ne ve stejné
mite (Hartmann et al. 2005). Biosynteticka drahangch skupin flavonoid je
regulovana transkrimimi faktory @i transkripci gefi v zavislosti naiznych podstech,

v riznych organech a wiznych vyvojovych stadiich. Tato oblast je dalSirmii@&m pro

Vi s

2.6 Regulatni geny biosyntéezy flavonoid

Regulace genové exprese je nezbytna pro vSechraniargy. Jedna se o kontrolni
mechanismus, diky kterému rostlina reaguje nadkétnebo abiotické procesyiali
vlastni vyvojové procesy (Feller et al. 2011). Raga genové exprese biosyntetické
drahy flavonoid je druho¥ odliSna. \édecké studie prozatim odhalily vyrazné rozdily
mezi jednodloznymi a dvoudloznymi rostlinami. Nejpodroliji je regulace genové
exprese popsana u kuiee, husertku a petunie, u kterych jsou znamy transkmip
faktory (TFs), podilejici se na regulaci expresejefich vzajemné interakci
(Dubos et al. 2010). Funkce transknjch faktofi je aktivaceci inhibice transkripce,
popipadt interakce protein-protein, kde mohou zastavat adlivatoraci represora
(Feller et al. 2011). Mezi transktipi faktory pati MYB, basic helix-loop-helix proteiny
(bHLH) a WDR (tryptofan-aspartam repeats).
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2.6.1 MYB faktory

Faktory MYB jsou obeahinej\tSi skupinou TFs znamourisi rostlin (Qu & Zhu 2006).
Klempnauer et al. (1982) jako prvni popsali obecstrukturu transkrigniho faktoru

a nazvali ho ,MYB“ podle genomu viru pta myeloblastozy (AMV),
ze kterého byl izolovan. DalSi studie ukazaly, 2éBvproteiny jsou obsazeny ve vSech
eukaryotickych organizmech (Lipsick 1996, Kranale2000, Feller et al. 2011).

Kukufice setd Zea mays obsahuje regutdi C1 gen (Colorlessl),
ktery je zodpowdny za biosyntézu fialového pigmentu antokyaniraleuronové vrsty
(Paz-Ares et al. 1987, Feller et al. 2011). U higenrolniho Arabidopsis thaliana
mezi MYB faktory paiti Production of Anthocyanin Pigment 1 a 2 a u pet@ahradni
(Petunia x atkinsianeAnthocyanin2 (AN2).

MYB protein sestavd z jednoho a?yi opakovani (R). VSechna R obsahuji
52 aminokyselinovych zbytk z nichz kazdy vyt strukturu helix-turn-helix (HTH)
se temi tryptofanovymi (nebo hydrofobnimi) zbytky, fomjici hydrofobni jadro v 3D
HTH struktuae (Kanei-Ishii et al. 1990, Ogata et al. 1996, Dubbal. 2010). Jak bylo
zminéno vyse, MYB proteiny se rozhliji do skupin v zavislosti na ptu opakovani (R).
Opakovani MYB proteinu jsou popisovana jako R1aR23. U rostlin se roztlji MYB
faktory do ti zakladnich skupin: R3-MYB, R2R3-MYB, a R-MYB (@uZhu 2006).

Skupina faktoll R3-MYB (R1R2R3 MYB) ma takit opakovani a v genomu vyssich
rostlin jsou kddovanégi geny (Dubos et al. 2010). Jejich funkcerigeni transkripce

cyklini v pozdni Gfazi a M fazi bugéného cyklu (Ito et al. 1998).

Skupina faktoli R2R3-MYB disponuje transkrimi aktivani, resp. inhikini
doménou (Paz-Ares et al. 1987). Jejich funkci jetiada buréného vyvoje, regulace
primarniho a sekundarniho metabolismu v rostlreakce na biotické nebo abiotické
vlivy vyvolané hormony nebo patogeny a rozhoduiéta pozici jednotlivych orgdn
rostliny (Stracke et al. 2001, Dubos et al. 2010).

Posledni skupina protgirMYB je ozna&ovana jako R-MYB (MYB-related). Je to
nejvice heterogenni skupina faktpktera zahrnuje proteiny s jednim nel&st&nym
opakovanim (Rosinski & Atchley 1998, Dubos et al1l@). Funkci proteinR-MYB jsou

nagiklad: fizeni genové expresefimo nebo neffmo pomoci modifikace histén
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a prestavby chromatinu (Marian & Bass 2005), ovéinhtvorby trichont a kaenovych
vlaski a tizeni cirkadialni periody (Lu et al. 2009)¢kieré R-MYB faktory soui

s R2R3-MYB faktory o vazebna mista kofakidypu bHLH a to v fipadt, pokud
R-MYB ma doménu podobnou jako R3 (lateralni inrehj¢Schellmann et al. 2002; Kirik
et al. 2004; Wester et al. 2009).

2.6.2 bHLH faktory

Z&kladni helix-loop-helix proteiny (bHLHS) jsou s@sti eukaryotickych organizim
a zaujimaji jednu z nejtsSich rodin transkrignich faktofi (Riechmann et al. 2000;
Carretero-Paulet et al. 2010). Je znamo asi I6B38H geni, které jsou roztdény
do 32 skupin (Carretero-Paulet et al. 2010). T&gdo neni konéné, stale dochazi
k objevovani novych geén Tyto proteiny ovladaji mnoho regdlach proces.

Souwasné studie odhaluji mnoZstvi biologickych préacesrostlirg, které bHLHs
proteiny reguluji: podili se na &elné signalizaci rostl#) hormonalni signalizaci,
poSkozeni rostliny, stresové &tz divodu nadnirného sucha, reguluji tvorbu piiyt
ploda, kvétia, stomat, trichora i kofeni (Carretero-Paulet et al. 2010). Byly popsany
i funkce u zvfat, kde se bHLHs podili na regulaci k&amého cyklu, cirkadialnich
rytmech a v neposlediiact reguluji rekteré zakladni procesy, ndklad neurogenezi,
myogenezi, proliferaci ¢i diferenciaci busk (Atchley & Fitch 1997,
Ledent & Vervoort 2001, Carretero-Paulet et al. 01

Doména bHLH se sklada z 60 aminokyselin dddanych do dvou odliSnych
oblasti. Bazickd oblast na N-konci proteinu obsahgsi 15 az 20 zbyik
obsahujicich bazické aminokyseliny vazajici Sektentidovy E-box (CANNTG) DNA
(Carretero-Paulet et al. 2010). Vazba na DNA je mdo¥ fFipack, Ze protein bHLH
obsahuje alesgio 5 bazickych aminokyselin a vysoce konzervovany immt{ER
(His5-Glu9-Arg13), na vazb aminokyselin se podili také doprovodné nukleotidy
mimo jadro (Atchley & Fitch 1997, Ledent & VervaoR001, Carretero-Paulet
et al. 2010). HLH oblast je t¥ena d¢ma antipatickymio-helixy sloZzenych zejména
z hydrofobnich zbytk aminokyselin (Carretero-Paulet et al. 2010). HLbimplex
umoziuje tvorbu komplexu protein-protein a vyiva tak homodimerni,

resp. heterodimerni komplexy (Massari & Murre 2008rretero-Paulet et al. 2010).
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Studie Ludwig et al. (1989) se&movala kukii¢nému lokustR, ktery je odpoedny
za vzor antokyanové pigmentace na ros&tlzéarove v této studii popsalileny skupiny
R genu:P, SaLc. U kukuice jsou reguléni faktory MYB a bHLH koédovany dima
multigennimi skupinami: P/C1 a Booster (B)/R.&dkupiny jsou specifickyasow
a mist exprimovany. Kao et al. (1996) popsali strukturi g&nu. Promotorova oblast
obsahuje minimak téi cisregula&ni elementy. Gen C1 obsahujékalik dulezitych
segment: oblasti regulujici kyselinu abscisovou a zvySerprese VIVIPAROUS1
jsou v blizkém sousedstvi, region pro indukci egpreétlem je uloZen blize k gatku
genu. Analyza sekvence regiiého genu B (Booster) ukdzala na 2 konzervované
regiony. Prvni je sloZzen z kyselych aminokyselindvybytki slouZici jako transkrimi
aktivani doména, druhy bHLH je schopen vazat se na DNy rispojovat podjednotky
do dimefi. Doména bHLH neni ptbna pro funkci proteinu. Pro aktivaci transkripee
nutnd nejprve vazba C1 proteinu na B protein, séatogs C1 protein neni aktivace
transkripce schopen. Ukazuje se, ze tvorba B/Clpkexn nize zvySovat specifitu
i afinitu nckterych DNA domén dodavanych kazdym proteinem (Gaiffal. 1992).
Spelt et al. (2000) nalezli u petunie dva bHLH phoy: Anthocyaninl (AN1) a JAF13.
Tyto proteiny reaguji s AN2 (R2R3-MYB protein).

2.6.3 WDR proteiny

U petlnie zahradniPetuniax atkinsiang byly objeveny malé proteiny WDR, ro¥h
ovlivaujici biosyntetickou drahu flavonaid Tyto proteiny interaguji s bHLH faktory
a rekterymi faktory ze skupiny MYB protein konkrét R2R3-MYB. Jednim z WDR
proteini je Anthocyaninll (AN11), ktery obsahuje 5-6 konpganych WDR. Mutace
genu pro expresi tohoto proteinuizpbuje ztratu zbarveni &w. Gen s podobnou funkci
byl nalezen také u kukice seté Zea mayp nazvanypale aleurone colorli(PACY)

i u huseniku rolniho Arabidopsis thalianaTransparent tesla glabrallT(G1), (Selinger
& Chandler 1999). Carey et al. (2004) zjistili, #d TG1 mutantnich linii nize PAC1
gen nahradifTG1

2.6.4 Negativni regulace

Aktivita genmi syntetizujicich antokyaniny, resp. flavonoidy ggulovana i negativn
na transkripni trovni. Burr et al. (1996) popsali faktimtensifier1(INT1) u kukuice,
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jehoz recesivni mutace zvySovala zbarveni obilkydpkci flavonoid v aleuronové
vrstwé. Zmnozeni DNA pomoci PCR ukéazalo, Ze #hémz 0,2 % z transkriptintl
je stizeno spravé. Toto zjiSEni mize znamenat, Ze chybné@ni irozere vyrovnava

silny aktivator gefi v antokyanové draze (Burr et al. 1996).

Posunutim rdmce na konci domény aktivujici trampskriu C1l Ize vytveit
dominantni inhibitor (C1-1) antokyanovych struktigim geri (Goff et al. 1992; Burr et al.
1996, Chen et al. 2004). Touto &mou aktiv&ni domény a vazebné domény DNA Ize
zablokovat trans-aktivai funkci C1. Inhibéni vlastnosti nejsou lokalizované v ramci
jedné funkni domény, ale projevuji se na zaklalicniho efektu vicenasobnych #m
Goff et al. (1992) pouzili spojeni standardniho utyproteinu C1 a dominantniho
inhibitoru C1-1 pro analyzu zém v patu aminokyselinovych zbytkv proteinu C1-I.
Zmeny v N-koncovych a C-koncovych doménach mohou séiiziplné odebrat proteinu

trans-aktivasni funkci.

Z uvedenych poznatky literarnim gehledu je #ejmé, Ze se jedna o komplikovanou
problematiku. DalSi studium je nutné a zabere:jgstoho let. Postup fie zefektivnit

skute&nost, Ze jiz bylo dokarenocteni genomu pSenice (Mayer et al. 2014).
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3. CILE

Pro dosazeni dil pti vyhledavani a charakteristice gemodpov¥dnych za purpurové

zbarveni obilek pSenice sef&ificum aestivuni.) bylo pouzito &kolik dil¢ich strategii:

vybér genetického materialu a sestaveni souboru a pedralitim genetickym

analyzdm pbuznosti s vyuZzitim mikrosatelitnich marker

- porovnani souboru s moznym donoremtigpro purpurové zbarveni obilky

- sledovani ukladani pigmentv pribéhu vyvoje ve vztahu anatomické stavby
obilky

- stanoveni mnoZstvi obsahu hlavnich sloZek piginieittem zrani obilky

- charakteristika kandidatni sekvence genu a jejhfmanaticka analyza

- prabéh exprese genu zodp&iného za produkci kKlového enzymu biosyntetické
drahy antokyai v pribéhu vyvoje obilky.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Experimentalni material

Pro Gvodni experimenty byly pouzity genotypy jafofmy pSenice setéT(iticum
aestivunl.), (tabulka 4) sizn¢ zbarvenou obilkou a plérse v pirodk vyskytujici druh

Thinopyrum ponticum

Tabulka 4: Charakteristika experimentalniho materialu

ozna‘eni genotypu barva obilky]  forma zen#
pizvodu
Novosibirskaya 67 (N67) bila jarni
ANK-1A, ANK-1B, ANK-1C, ANK-1D, ANK-1E cervena jarni RUS
ANK-28A, ANK-28B jarni
Abyssinskaya Arraseita jarni CZE
Konini jarni NZL
Purple purpurova | jarni USA
Purple feed jarni USA
Indigo 0zim ENG
Citrus, Luteus Zluta 0zim GER
Bona Dea 0zim SVK
Thinopyrum ponticum mozny donor| o0zim TUR
pur. zbarveni

CZE —Ceska republika, ENG — Velka Britanie, GER &mcko, NZL — Novy Zéland, POL — Polsko,
RUS — Rusko, SVK — Slovensko, TUR — Turecko, US3pejené staty americké

Material pro studium genetickéfipuznosti uvedenych genotypoyl pripraven
v laboratdi Ustavu biologie rostlin Agronomické fakulty Meridey univerzity v Brre.
Obilky byly naklieny na Petriho miskach na filridm papfe s pouzitim destilované
vody @i laboratorni teplat Matrici pro izolace slouzily listy rostlin pSeeic

Tyto rostliny se i odkeérech nachazely ve vyvojové fazi prvniho listu, ampovida
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z&kladnimu stadiu 1 a stupni 11 ve Skéle BiologsBindesanstalt, Bundessortenamt
and Chemical Industr{BBCH), (obrazek 12).

e H ]
) e, B TUrL 0

Obrazek 12: Zakladni ristové stadium 1, stup# 11 dle stupnice BBCH

Genotyp s bilou obilkou Novosibirskaya 67 (N67)erkt slouzil jako kontrola,
a genotypy s purpurovym perikarpem ANK-28B (ANKAByssinskaya Arraseita (AA)
byly vyuzity v dalSich pokusech: mikroskopicka s&ydstanoveni obsahu hlavnich
antokyari a genova exprese. Genotypy pochazely zetA&iského vyzkumného Ustavu
Krométiz, s.r.o. (spravce genetickych zdréphocasu: Ing. Petr Martinek, CSc.). Soubor
byl dale roz&en o mozného donora gepro purpurové zbarveni, plarse v irodk
vyskytujici druh,Thinopyrum ponticunodp.; Z.-W. Liu & R.-C. Wang. Tento material
pochézel z Genové banky Vyzkumného Ustavu rostlinméby, v.v.i. Praha-Ruzyn
Evidence genetickych zdrojostlin vCR (EVIGEZ) vede tento material pod oZeaim
ECN 01C3200011. V fipact Thinopyrum ponticumneni jednotna taxonomicka
klasifikace v literarnich zdrojich. Lze se setkazaaenimAgropyron elongaturfHost)
P. B., Lophopyrum ponticum (Podp.) A. Léve 2n = 10 = 70
aneboElytrigia pontica(Podp.) Holub. (Qualset et al. 2005, obrazek 13).

Material byl vyset 23. 3. 2011 v Botanické zakradarboretu Mendelovy univerzity
v Brn¢, kde také byly provéshy nasledné odiy. A to od stanoveného dne O,
kterym byl zvolen den anthese, doba, kdy 50 % Ki&dichoklase ma viditelné prasniky.
Termino¢ se jednalo o obdobi mezi 13. a térvnem 2011. Stejnym #pobem byl
vyset material v roce 2013, ktery byl pouzit pr@&i@ni poznatk anatomickych studii.
Jednalo se o genotyp ANK, termin kveteni 24. 6.édanroku. Anthese odpovida
z&kladnimu stadiu 6 a stupni 65 ve Skdle BBCH (zdk& 4).
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Obrazek 13: Grafické zobrazeni pouZzitych materiak pro experimenty

Tabulka 5: Nazvy pouzitych materidki pro experimenty

1 Novosibirskaya 67 2 Abyssinskaya Arraseita
3 ANK-1A 4 Konini

5 ANK-1B 6 Purple

7 ANK-1C 8 Purple feed

9 ANK-1D 10 Indigo

11 ANK-1E 12 Citrus

13 ANK-28A 14 Luteus

15 ANK-28B 16 Bona Dea

17 Thinopyrum ponticum
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Anthese nastala wthto dnech: 15¢ervna u genotypu ANK, déale 1l@ervna
AA a N67. Vyvijejici se obilky byly odebirany veelth 10; 15; 20; 25; 30; 35 a p0Ost
anthesis(dpa) obdobnych Zsobem, ktery popisuji Knievel et al. (2009§i Razdém
odkeru bylo z centralntasti lichoklasu odejmuto alespd00 mg obilek pro nasledné
analyzy. Vzorky k rozbdim, které nasledovaly po oé&n veSkerého materialu
z pokusnych parcelek, byly uloZzeny do hlubokomrigmidoxu i teplo€ —70 °C. Kazdy
odker byl fotograficky zdokumentovan pro sledovani vigrebarveni obilek a lichoklasu
pSenice. Takto bylipraven material pro anatomicko-morfologické zkouimakladani
pigmenfi, pro pokusy stanoveni obsalzakladnich dvou antokyarv pribéhu zrani
obilky a analyzy genové exprese biosyntetické drahy

Obrazek 14: Zakladni ristové stadium 6, stup# 65 dle stupnice BBCH

4.2 Geneticka pribuznost

Geneticka fibuznost zkoumanych genotypSenice seté s bile (v§ia 1), cerverg (5),
Zluté (3) a purpuro¥ (7) zbarvenou obilkou (tabulka 4) byla zkoumanalame s planym
druhem travyThinopyrum ponticunpomoci 27 mikrosatelitnich marke6SR (Simple
Sequence Repeatl.hinopyrum ponticunbylo zaazeno do souboru s cilem &b
jako mozného nositele genetické informace purpurbséry obilky. Markery byly
vybrany na zaklatlznalosti jejich lokalizace na chromozomech, kdeseve vyskytu;ji
geny zodpowdné zatervené (Roder et al. 1998) a purpurové zbarvetélolomers &
Isaac 2004). Krokem ziskani DNA byla jeji izoladin DNeasy Plant Mini Kit firmy
Qiagen. Tento kit slouZi k izolaci celkové genomd@S§A (jaderné, mitochondrialni
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i chloroplastové). VyuZiti komeéniho kitu bylo zvoleno po vyzkouSeni i dalSich naeto
(chloroformova extrakce) fikterych ale bylo dosahovano nizSich&#riosti DNA. DalSi
vyhodou zvolené extrakce DNA je vynechani pouztidiu a chloroformu. Postup
pro izolaci je detail&y uveden v firucce DNeasy Plant Handbook. Matrici pro izolace
byly listy rostlin pSenice. Usgnost izolace DNA byla @ena vyuzitim horizontalni
agar6zové elektroforézy. 1,5% agar6zovy gel byl halsen ethidium bromidem
pro vizualizaci DNA. Protokoly PCR a elektroforétych metod laborate vlastniho
Gstavu byly uplatény pii analyzach (Vyhnanek et al. 2009¥%itBmnost nebo absence
fragmenti byla vyjadena matici s kddovanim 0 a 1.¢Recova aplikace FreeTree verze
9.1 (Hampl et al. 2001), konstrérk metoda UPGMA (Unweight pair Group Method with
Arithmetic Mean) a koeficient podobnosti dle JadeafJaccard 1908) byly zakladnimi
nastroji pro statistické zpracovani. Naskedootitacovou aplikaci TreeView verze
1.6 (Page 1996) byla graficky znazéma geneticka ifbuznost experimentalniho
materialu a vytvieny dendrogramy. Index diverzity (DI)aujici miru rozdilnosti mezi
genotypy v daném SSR (Weir 1990), prgwadobnost identity (PI) hodnotici miru
identity genotyf v daném SSR (Paetkau 1995) a polymorfni inf@émhandex (PIC)
podle vzorce Nei (1973) a se zahrnutim rozmanitastiv daném lokusu také i jejich
frekvenci (Weber 1990, obrazek 15).
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Z frekvenci 1 aZ n alel detekovanych pro kazdy $8Rircen:

index diverzity (DI) (Weir, 1990):

DI =1-3 p?

pravdépodobnost identity (PI) (Paetkau et al., 1995):

i=n-1 n

Pl=Xp'+3 Z(Zp, pi)2

izl j=i+l

polymorficky informa ¢ni obsah (PIC)(Weber, 1990):

n 2 n-1 n 2 2
PIC=1-1Xp" |- X X 2p{ [P]
i=1 i=1 j=i+l

kde p a p jsou frekvence i-té a j-€ alely v danem celku.

Obrazek 15: Vzorce pro vypdet: index diverzity (DI), pravdépodobnost identity
(PI) a polymorfni informa éni index (PIC)

4.3 Anatomicka studie

Celé obilky ziskané v fibéhu vyvoje a ukladani antokyarve vegeténi sezog 2011
byly pozorovany stereomikroskopedhympus SZH 10, dokumentovany kamerou Olympus
E-450 a vysledky zpracovany aplika@uickPHOTO Micro 2.3 (PROMICRA(eska
republika). K dalSi dokumentaci pozorovani, ktesidledovala v roce 2013, bylo vyuZito
zapij¢ené zéizeni s¥telny digitélni 3D mikroskop VHX-2000 (Keyence, dagko).

Pti pozorovani depozice anthokyaw jednotlivych vrstvach obilky v gbéhu vyvoje
byly pripraveny gicné fezy obilkami s purpurovym perikarpem genotypu ANkezy
o tlou¥ce 40 um byly fipravovany pomoci kryotom@RYO-CUT (American optical
corporation, USA) § teplo& -18 °C.Rezy byly pozorovany ve stelném mikroskopu
Olympus Provis a zaznamendny kamerou Olympus SP-Fditacova aplikace
QuickPHOTO Micro 2.3 (PROMICRA(eskéa republika) slouZila k popisu a i

snimlka, stejrE jako @i pozorovani celych obilek.
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4.4 |dentifikace a kvantifikace antokyani —
kyanidin-3-glukosid a delfinidin-3-glukosid v prabéhu vyvoje
obilek

Genotypy ANK, AA a N67 byly pouzity pro analyzu albw antokyai ve zrajicich
obilkach pSenice, které bylygtovany v maloparcelkovych pokusech vegetsezony
2011 v Botanické zahr&dh arboretu Mendelovy univerzity v BrrKyanidin-3-glukosid

a delfinidin-3-glukosid byly zvoleny jako majoritndntokyany na zakla&d praci
Abdel-Aal et al. (1999, 2006). Izolace antok§grobihala podle postupu, ktery popsali
Chabinova et al. (2011a, b): Homogenizace probihaleekutém dusiku pomoci
homogenizatoru Ultra-Turrax® Tube Drive (Ika¢iNecko). Extrakce trvala 2 29 min.
Jako rozpougtlo byl pouzit methanol a 1,0M HCI (85:15 v/vii gelkovém objemu
solventu 10 ml. Navazka vzarkinila 20 mg ve ttech opakovanich. DalSim krokem
bylo prefiltrovani homogenatu a odjai rozpou&tla ze ziskaného filtrdtu v proudu
predeltatého (50 °C) dusiku za pomoci bezkontaktniho syst©dp#ené vzorky byly
do chromatografické analyzy skladovany ve toi teplot 4 °C. Ristroj Agilent 1200
Series Rapid Resolution (Agilent Technologiesmécko) slouzil k izolaci a identifikaci
anthokyari. Kolona Zorbax SB-C18 (3@ 2,0 mm; 1,8um velikost ¢astic; Agilent
Technologies, Bmecko) byla pouzita pro separaci s rychlostitgku 0,7 ml. mirt pii
teplot 40 °C. Gradientova eluce byla&ase 0 min 98 % vodné faze, 0,5 min 95 % vodné
faze, 0,8 min 50 % vodné faze, 1,8 min 98 % voduaé fSloZeni mobilni faze bylo A:
acetonitril, B: vodna faze (0,3% kyselina mragi¢nObjem néastku byl 1-5ul (fredni
1:100), 1 a 2 (fecéni 1:10) pro standardni roztok. Jako standard pglyZity standardni
roztoky anthokyain (Extrasynthese, Francie). Naktrealného vzorku byl v rozsahu 0,5—
5 ul. Detekce separovanych latek probihala pomoci US-§etektoru s fotodiodovym
polem a MS detektoru MSD 1100 Single-quad LC/MSilgd Technologies, Bmecko).
Pro identifikaci a kvantifikaci latek je MS detektaybaven elektrosprejovou ionizaci.
Specifické fragmenty jsou nasledanalyzovany pomoci kvadrupodlového analyzatoru,
pristroj pracoval v negativnim modu. Parametry hmstimidio spektrometru byly: teplota
plynu 350 °C, pitok plynu 13 I.min', tlak nebulizéru 50 psi, n&h na kapilée 4000 V.
Signal byl sniman v SIM moduipm/z — 463 pro delfinidin-3-glukosid a m/z> 447
pro kyanidin-3-glukosid. Vysledky bylyippaiteny na susSinu a statisticky zpracovany
pomoci pd@itacové aplikace MS Excel. ifno bylo vyuZzito smrodatné odchylky

a grafického znazoini.
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4.5 Sledovani genové exprese metodou gPCR

Genotypy s purpurovym perikarpem AA a ANK byly paydro analyzy a jako kontrola
byl zvolen genotyp N 67 s bile zbarvenou obilkowlkbva RNA byla izolovana:
(i) z celych obilek; (ii) oddlen¢ z osemeni spolu s oplodim (osemeni a oplodi &pble
snistaji, pro zjednoduSeni pouzivame termin obalowvyy a (iii) z endospermu
a aleuronové vrstvy vyuzitim fenol-chloroformovétoay RNA Blue (Top BioCeskéa
republika). Pro udrZzeni nizké teploty po celou ddlmmogenizace bylyi¢ci misky
piedem ponechany 24 hodin v mrazicim boku18 C.

Koncentrace distota izolované RNA byla #iiena pomoci spektrofotometru Picopet
(Picodrop, UK). Vzorky RNA bylyisteny sadou Turbo DNA free (Ambion, USA).
Dvoustupiova reverzni transkripce RNA do cDNA byla provedeagouziti Enhanced
Avian HS RT PCR kit (Sigma Aldrich, USA). U&nost transkripce do cDNA
byla potvrzovana pomoci PCR s provoznim genem (GAPDylyceraldehyd-3-fosfat-

dehydrogenaza (Wang et al. 2003).

Z databaze Narodniho centra pro biotechnologictanmace (NCBI), byly vybrany
a porovnany sekvence TaCHS_ | 434 bp (AB187025.13CHS Il 1279 bp
(AY286095.1) a HVCHS 1509 bp (EU921436.1) pomodtikape Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST)Vybrané sekvence byly pouzity pro navrh pritnsoftwarem
Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000).

cDNA slouzila jako templat pro gradientovou PCResbbvani optimalni teploty
nasedani primér klonovani, sekverai analyzy a optimalizace metody gPCR. Redk
podminky byly nasledujici: 95°C/30s; 57°C/30s; 7[0S (35 cykh). Finalni extenze
pii 72 °C trvala po dobu 10 minut. PCR produkty bkgnovany za pouziti pGEM®-T
Vector System (Promega, USA). Rekombinantni plagmpGEM-T (po ligaci
s purifikovanymi PCR produkty) bylypvedeny do kompetentnich rbakterieE. coli
prostednictvim elektroporace. Petriho misky s pevnym (lBogeny broth) médiem,
selektivni antibiotikum karbenicilin (200 mg/l) a otmponenty
pro modra/bild selekce (X-gal — 5-brom-4-chlor-8altyl-p-D-galaktopyranosid
a IPTG isopropyB-D-1-thiogalaktopyranosid) byly pouZzity pro wWbburek E. coli
Po modro-bilé selekci, klony s rekombinantnimi platy byly prevedeny do 1,5 mi

tekutého LB média a kultivovanygs noc i 37 °C. Plazmidova DNA byla izolovana
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GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) aveakni analyzy {tyti kolonie
kazdého genotypu véeich opakovanich) byly provedeny sgolesti Macrogen (Jizni
Korea). Podobnost ziskanych sekvenci byla hodnogeraoci aplikace BLAST
a ClustalW?2 verze 2. Sekvence podobna HvCHS byl#ito pro studium genové
exprese biosyntetické drahy anthokaRrotokol gPCR byl optimalizovan prdigtroj
CFX96 Real Time Systems (Bio — Rad, USA) s LightégR 480 SYBR Green | Master
kit (Roche, Francie). Korea reakni snts pro gPCR obsahovala 10ul SYBR Green
Mix; 0,4ul primé a zptné primery (25 pmol/l); 4.2ul SYBR Green® a 5ul cDNA
templatu. Podminky gPCR byly nasledujici: 95°C/B¥C/20s; 72°C/10s po 40 cykl
Genova exprese byla vyfena relativni  kvantifikaci AACt (DDCt)
(Livak & Schmittgen, 2001), ktera byla zaloZenasnavnani rozdil mezi hodnotami Ct
sledovaného a provozniho genBAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza.
Aplikace MS Excel byla pouZita pro vy§ty standardni odchylky a grafické znazorh

zawrecnych gratf.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 SSR markery @i zjiSténi genetické gribuznosti

experimentalniho materialu

Pouzitim 27 SSR markietokalizovanych na chromozomech 2A, 3A, 3B, 3D, B,
7A a 7B byl prokazan vyskyt 90 alel na souboru &6ajyp pSenic a planého druhu
Thinopyrum ponticumPaiet alel na jeden lokus se pohyboval v rozmezi 16az
Na jednom lokusu se mérné vyskytovalo 3,3 alely a souhréinbylo podrobeno
analyzam 16 genotyppsSenice siznym zbarvenim obilky &hinopyrum ponticum
(tabulka 4). Obdobné pty alel mezi 1 az 5 (v gméru 2,86) zjistili Casassola et al (2012)
ve vybraném souboru 30 genotypSenice s pouzitim 24 SSR markeBtejre tak vySsi
hodnoty v rozmezi 2 aZ 10 publikovali Spaet al. (2012). Podobné vysledky uvadi Liu
et al. (2007), kde v souboru o rozsahu 30 geriogypouziti 24 mikrosatetitziskali
celkow 114 alel v rozmezi 2 az 9 na lokusaférn¢é se vyskytovalo 4,6 alely na lokus.
NejvétSi zastoupeni @tu alel, coZ je v nasi praci 6, jsme zaznamenatharkefi
Xgwml22a Xbarc077 coz je nizSi hodnota nez uvadi Liu et al. (20@rpvnatelna
s Borner et al. (2000) a Salema et al. (2008).Résti celko¥ hodnoceného souboru,
geneticky fivod a zvolené mikrosatelity jsou faktory, kteréjhindavni roli @i ovlivnéni
vysledki analyz. S¢imz mohou souviset vy3Si hodnotyigrného pdétu 4,8 alely na
lokus, které ziskali Borner et al. (200G) pouziti nizSiho pé&tu sledovanych genotyip
(8) a nizSiho p&tu mikrosatelii (9). Vyjadteni zastoupeni @tu alel ve vztahu k jednomu
mikrosatelitu v sledovaném souboru zobrazuje olrdi#® V praci nejetsi rozggti
variability bylo zachyceno u mikrosatelibarc176(od 160 bp do 200 bp). Toto ra#p

je nizsi ve srovnani s praci Islam et al. (2012).
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Obrazek 16: Graf zobrazujici procentickouéetnost alel v souboru 27 pouZzitych
SSR marketi

Dale gitomnost nulovych alel fize byt jednim z @lezitych vlivi, které se mohou
uplatnit @i zpracovani dat mikrosatalit Vyskyt byl nalezen v Sirokém ro&p taxoni
(Dakin & Avise 2004). Nulovéa alela je libovolna Eena lokusu mikrosatelitu,
ktera se neamplifikuje (nebo velmi sbchem PCR. Moznouifinou vzniku nulové
alely je mutace DNA tam, kde je oblast homologmingru, téZ nazyvana tzv. flanking
region. Zde je zamezeno pedimuti PCR (Chapuis & Estoup 2007). Rozdildaaost
amplifikace mezi kratkou a dlouhou alelou je dal$mZznym zgsobem vzniku nulové
alely, ktera se iive amplifikovat méa inné nez kratkd. Zde se nakonec pidda
detekovat pouze menSi z alel heterozygotniho jed{i¢attier et al. 1998). Zdrojem
nulovych alel niZze byt také selhani PCR wisledku prominlivosti kvality templatu
nebo jeho nizkého mnoZstvi (Gagneux et al. 199 8oWasnosti se pro odhad vyskytu
nuloveé alely pouzivajitizné pa@itacové programy. Toto vSe jsou pouze fiB Fistupy
k detekci nulové alely. ifimy dikaz o jeji gitomnosti se ziska nasekvenovanim PCR
produktu studovaného lokusu (Dakin & Avise 2004hyAeakce prokhla i na nulové
alele, musi se upravit sekvence nenasedajicihoeprirtak, Ze se posune @kolik
nukleotidh vedle mutaceVyhnanek et al. (2009) uvéd piitomnost nulovych alelip
analyze tritikale 6 SSR markea z toho 2 SSR na chromozomech pSenteetfc216-
1A a 1B;Xwmc961- 1R, resp. 7A a 7B).

V provadcnych experimentech byly nulové alely detekovany ipat dvou
mikrosateliti Xbarc077 Xgwm340na chromozomu 3B. Také vyskyt nulovych alel
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u mikrosatelit Xgwm538 a Xgwmpopisuji Singh et al. (2012y.yskyt nulovych alel
byl detekovan i u planého drufithinopyrum ponticummoznym vysetlenim je nizka

podobnost s genomem psSenice, jak zobrazuje celtengirogram (obrazek 17).

Praimérnd hodnota indexu diverzity (DI) byla 0,38 a pobyhla se v rozi
0,00 az 0,69. Rmérna hodnota prawgodobnosti identity (PI) byla v analyzovaném
souboru 0,45 (0,06-1,00). V souboru 24 genbtpid pouziti 44 SSR markéruvadji
Musilova et al. (2013) @meérné hodnoty DI 0.40 a Pl 0.43, coZ jsou velmi paubb
vysledky. Pro ukazatel polymorfni inforird obsah (PIC) byla vyg@tana pimérna
hodnota 0,36 s celkovym rozmezim hodnot od 0,000@® (tabulka 6). Rmérna
hodnota PIC je velmi podobna hodnotam, které &vae svych experimentech prace
Casassola et al. (2012), kde se pohybovalo¢tona 0,06 do 0,73, a mer byl 0,49.
Vy38i hodnoty rozmezi PIC uvadi mezi 0,07 a 0,9n$et al. (2012).

Tabulka 6: Pouzité SSR markery pSenice a jejich stestické parametry

SSR marker Lokalizace Ret alel DI Pl PIC
Xgwm122* 2A 6 0,55 0,20 0,54
Xgwm294 2A 4 0,63 0,15 0,60
Xgwm445 2A 4 0,52 0,27 0,47
Xgwm328Y 2A 1 0.00 1.00 0.00v
Xgwm356Y 2A 1 0.00 1.00 0.00
Xgwm666b 2A 2 0,11 0,80 0,10
Xgwm636* 2A 5 0,69 0,06 0,68 *
Xwmc428 3A 5 0,54 0,23 0,51
Xcfa2134 3A 2 0,11 0,80 0,10
Xgwm674 3A 3 0,38 0,42 0,34
Xgwm155 3A 5 0,60 0,16 0,58
Xgwm480 3A 4 0,39 0,35 0,39
Xbarc077* 3B 6 0,67 0,10 0,66 *
Xgwm181 3B 4 0,59 0,10 0,58
Xgwm340 3B 4 0,59 0,10 0,58
Xgwm4a 3B 3 0,51 0,20 0,50
Xgwm314 3D 2 0,11 0,80 0,10
Xgwm664 3D 2 0,11 0,80 0,10
Xgwm456 3D 2 0,21 0,65 0,19
Xbarc195 6A 4 0,59 0,24 0,52
Xbarc003 6A 5 0,64 0,07 0,64 *
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SSR marker Lokalizace Ret alel DI Pl PIC
Xgwm427 6A 2 0,11 0,80 0,10
Xgwm570Y 6A,6B 1 0.00 1.00 0.00v
Xgwm60Y T7A 1 0.00 1.00 0.00v
Xgwm861 7A,7B 4 0,66 0,11 0,64 *
Xbarc176 7B 5 0,48 0,28 0,46
Xgwm276 7B 3 0,38 0,42 0,34
Prameér 3,3 0,38 0,45 0,36

DI (index diverzity /diversity index/), Pl (pragdodobnost identity /probability

of identity/) a PIC (polymorfni informai obsah /information content/), * SSR marker

s nejvy33i hodnotou polymorfismitiuniformni SSR marker
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Obrazek 17: Dendrogram vyjadeujici variabilitu a rozd éleni 16 genotym pSenice
a planého druhuTh. ponticumpouzitych v praci, I. A, I. B a ll.

subklastery
1 — Novosibirskaya 67| 5— ANK-1D 9 — A. Arraseita| 3 - Indigo
2 — ANK-1A 6 — ANK-1E 10 — Konini 14 — Citrus
3 — ANK-1B 7 — ANK-28A 11 — Purple 15 — Luteus
4 — ANK-1C 8 — ANK-28B 12 — Purple feed| 16 —Bonada
17 —Th. ponticum
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Obrazek 17 zobrazuje dendrogram pSeriiersenym, bilym, Zlutym a purpurovym
zbarvenim obilky na zakla®7 mikrosatelii. Z dendrogramu se jasee vylenuje plany
druh Thinopyrum ponticunByla potvrzena hypotéza, Ze tento plany druh denbrem
geni pro purpurové zbarveni obilek pSenice, resfizeme ho povazovat za donora@yen

pro mode zbarveny aleuron, jak dokladaji v publikaci Magd et al. (2013).

Genotypy pSenice vytvéji dva klastery, kde mensi klaster (I1.) obsalugenotypy
s purpurovym zbarvenim A. Arraseita, Indigo, PuRurple feed. Druhy klaster se dale

déli na dva subklastery.

Ve wtSim ze dvou subklaste(l. A) jsou z@azeny zbyvajici genotyp§erveného
zbarveni ANK-1A, ANK-1B, ANK-1C, ANK-1D, ANK-1E a prpurového zbarveni
ANK-28A a ANK 28B. Byl zde potvrzen izogenni chatakgenotyj s ozngenim ANK,
jak uvadi databaze Catalogue of Gene Symbols faabdinizogennich linii odvozenych

od genotypu Novosibirskaja 67 (Mcintosh et al. 2008

Do menSiho subklasteru (I. B) nalezi uznandidgrse Zlutym zbarvenim obilky,
Citrus, Luteus a Bona Dea. Qdy Citrus a Luteus maiji spaélee gedky v rodokmenu.
Obk¢ odnidy pochazi od prof. dr. Wilhelma Jahn-Deesbachamddka a maji nasledujici
rodokmen: Citrus /(SunnanMonopol)x Stamm GI 912/ a Luteus /(Sunnaivionopol)

x Giessener Stamm/, dle (Musilova et al. 2013).
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Obrazek 18: Fibuznost genotyg s purpurovym perikarpem a planého druhu
Thinopyrum ponticumvyjadiena dendrogramem analyz SSR
mikrosateliti, A a B — subklastery.

Na zaklad SSR marker lokalizovanych na chromozomech 2A, 2B a 7B, kde
se vyskytuji Pp geny zodpo¥dné za purpurovy perikarp, byl sestaven dendrogram
pro pSenice s purpurovym perikarpentlanopyrum ponticunfobrazek 18)GenyPpl
se vyskytuji na chromozomu 7B?p2 na 7A (Arbuzova & Maystrenko 2000),
Pp3a a Pp3b na centromerické oblasti chromozomu 2A, byl tagépsan

jejich komplementarnidinek (Dobrovolskaya et al. 2006).

PSenice s purpurovym perikarpem vyilyo 2 klastery. \&tSi klaster A obsahuje
genotypy Purple a Purple feed, které pochazeji&,ddle jsou zde zastoupeny genotypy
Abyssinskaya Arraseita £eské republiky a Indigo z Velké Britanie. Purplee@ie
obsahuje podle nové nomenklatury geépyl a Pp3ba genotyp Purplé’pl a Pp3a
(Dobrovolskaya et al. 2006).

V klasteru B se nachazely izogenni linie iatir Novosibirskaya 67 (ANK-28A
a ANK-28B) spoléné s novozélandskou oitttou Konini. Izogenni linie ANK-28A
a ANK-28B se liSi od N67 pouze v genech pro purpyneerikarp. ANK-28A obsahuje
genovou sestavapl a Pp2ANK-28B ma zastoupeny geBplaPp3 Novosibirskaya
67 obsahuj®plapp3(Dobrovolskaya et al. 2006).
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5.2 Anatomicka studie, makro- a mikroskopické analyzy

Ukladani barviv v obilce bylo sledovano jednak nueskiopicky (v roce 2011),
(obrdzek 19) a pomoci 3D mikroskopu (v roce 20i8)rdzky 21-30) na povrchu
vyvijejicich se obilek a nasleinmikroskopicky na f¢nych fezech obilkami
(obrazek 20). Tato pozorovani byla pro#dal ve stejnyckiasovych intervalech ve shéud
s ostatnimi experimenty (10, 15, 20, 25, 30, 3D alga). Udaj, ve kterém roce bylo
pozorovani provéasho, je dilezity, protoZe i na zbarveni obilky maji vliv klatické
faktory (Knievel et al. 2009).

Pti makroskopickém pozorovani bylo prvni ukladani npggti zaznamenano
ve forme malych okrsk na apexu a po stranach na dorzalni stodoilky 20 dpa (obrazek
19). P@atek ukladani barviv ve stejiésti obilky zaznamenali i Knievel et al. (2009).
Tyto oblasti se nasledrz\étSovaly a spojovaly, az se postémbarvila cela obilka. Toto
postupné vybarvovaniime vystlit pozorovani v pokusech® boeoticumkdy Joppa
& Mann (1982) mylg dosgli k zawru, Ze se jedna o xenii, kterd se ovSem v perikarpu

nentze projevit.

Obrazek 19: Celé obilky v praibéhu zrani genotypu ANK s purpurovym
perikarpem, dpa (dnypost anthesis

)
5,

= ‘\Q-‘ - -'\ 4

10dp{1‘??_ ~ 15dpa

Obrazek 20: Fi¢né iezy obilkou v pribéhu zrani genotypu ANK s purpurovym
perikarpem, dpa (dnypost anthesis
P — perikarp, T — testa, A — aleuronova vrstva, E endosperm
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Praibéh nebyl u vSech obilek zcela synchroniégio, Ze obilky byly izolovany
ze stednicasti lichoklasu, kde jsou ve stejné vyvojové fa5 dpa byly zjidtny vedle
témet zbarvenych obilek obilky té#h bez patrného zbarveni (obrazky 25, 26),
az se postupnzbarvila cela obilka. V daf kdy obilka z&ala vysychat, byla vzdy cela
zbarvena (obrazky 27, 28). K ukladani pignienan ventralni stranobilky (strana
s ryhou) nedochazeldige nez na opgé stram, na strad bez ryhy. Ukladani pigmeint
neni Zejm¢ bezprosedre spojeno s procesy spojenymi s vyvojem celé obilky.
Nap. uz Batygina (1987) uvadi, Ze rana stadia vyeo@ospermu probihaji v obilkach
pSenice nejintenziviji na ventralni strahobilky a i v pozdjSich stadiich jsou zde bky
metabolicky aktivejsi.

K obdobnym vysledikm dosgla dalSi pozorovani pomoci 3D mikroskopu,
i kdyZ byla provadna v jiné vegetni sezos. | zde dochazelo 20 dpa k prvnimu
pozorovatelnému ukladani pigménte forme malych okrsk na apexu a po stranach
na dorzalni stranobilky. (obrazky 23, 24). Nova detadi8i pozorovaci technika ukazala,
Ze po 25 dpa se antokyany nejintenzjvtvoii v oblasti zarodku resp. na okrajich Stitku
(obrazky 25, 26). Po dalSich 5 dnech uz byly obdkgrveny po celém povrchu (obrazky
27, 28). S dozravanim bylo zbarveni stale interg$in Tento jev, ktery popsali
i Knievel et al. (2009), logicky souvisi se ztrateady a z toho vyplyvajici koncentraci

barviv (obrazky 29, 30). Roli hraje i zt@mi celé obaloveé vrstvy, jak je uvedeno nize.

Nasledr bylo prova@no pozorovani tvorby antokyama gicnychirezech obilkami,
které byly peizeny na zmrazovacim mikrotomu. Jiné techniky bysppily vyplaveni
barviv. | tak bylo péizenitezi obilkami (o tlougce 40 pm) v ranych stadiich zralosti
obtizné. Po pidzeni €chto rezi muselo byt pozorovani prov&mb bezprosedre a
dokumentace gzovana velmi rychle, protoZe barviva difundovatawbdy, ktera byla

uzaviracim meédiem preparatu.

Na mri¢nych rezech obilkami se v test k ni fgiléhajici oblasti perikarpu Zalo
objevovat zelené zbarveni chlorofylu, v dob0-15 dpa (obrazek 20). S postupnou
tvorbou antokyad v pletivech perikarpu v d@b25-30 dpa zelené barvivo vymizelo.
Pozorovani ukazala, Ze k tomu dochazéremm od vnitni ¢asti k okraji obilky (obrazky
19, 23-26). Htomnost antokyanovych barviv omezovai#stup s¥tla, takze pitomnost
chlorofyli ztracela vyznamipsto, Ze obilky nedosahovaly jg&talosti. Tuto doménku

podporuje pozorovani méelzbarvenych obilek, kde se antokyany ukladajeu@nove
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vrstw, tedy pod testou a perikarpem. Zde dochazi k vgmizhlorofyh pozdji (Trojan
et al. 2014). Hstup s¥tla k nim neni gjak omezen, a tak mohou plnit svoji funkci az do
dozravani obilky. V Zzadnénripadt nebylo pozorovano, ze by se antokyany objevovaly

nejdive v test a pak teprve v pletivech perikarpu, jak ugadi et al. (2005).

V prab¢hu vyvoje obilky se rnila i tloug’ka obalovych vrstevipdevsim perikarpu.
Maximalni tlou§ka perikarpu byla zaznamenana 25 dpa. S nasleduwjipiojem obilky

se perikarp staval téim, coz bylo zaficinéno ztratou vody a modifikacemi jeldasti.
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Obrazek 21: Vzhled obilky 15dpa, dpa (dnypost anthesis
obilky jsou zcela zelené

Obrazek 22: Vzhled obilky 15dpa — detail, dpa (dnyost anthesis
obilky jsou zcela zelené
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JLASA -
Lens MXC-2500REZ : Low-Ra
. Fov | 8665.0 pm
1 Resolution | 5.4 ym

Obrazek 23: Vzhled obilky 20 dpa, dpa (dnypost anthesis ukladani barviv
v oblasti apexu

W - {
Obrazek 24: Vzhled obilky 20 dpa — detail, dpa (dnyost anthesiy ukladani
barviv v oblasti apexu a na bocich
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Obrazek 25: Vzhled obilky 25 dpa, dpa (dnyost anthesiy rozSirovani zbarveni
na boky a dorzalni stranu obilky (bez ryhy)
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Obrazek 26: Vzhled obilky 25 dpa — detail, dpa (dnypost anthesiy rozsirovani
zbarveni na boky a dorzalni stranu obilky (bez riay)
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Obrazek 27: Vzhled obilky 30 dpa, dpa (dnyost anthesis Uplné zbarveni obilky

Obrazek 28: Vzhled obilky 30 dpa — detail, dpa (dnypost anthesiy upiné zbarveni
obilky

61



Obrazek 29: Vzhled obilky 40 dpa, plna zralost, dpddny post anthesiy vysychani
obilky

ﬁf

i
| kel

Obrazek 30: Vzhled obilky 40 dpa, pln& zralost — dail, dpa (dny post anthesig
vysychani obilky
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5.3 Analyza antokyani

U pSenic s netradin¢ zbarvenymi obilkami se vyskytuji @stji obilky purpurového
zbarveni (nap genotypy Abyssinskaya Arraseita (AA), ANK-28A (KN,

u kterych se ukladaji antokyany do perikarpu, ¢ékgbhodrého zbarveni (n&pgenotypy
UC66049 (UC), Tschermaks Blaukdrniger Sommerwe{Zdt), u kterych se ukladaji

antokyany do aleuronoveé vrstvy.

Purpuro¥ zbarvené obilky obsahuji¢kolik latek typu antokyah — previada
kyanidin-3-glukosid. Déle se vyskytuje v menSim @stoi peonidin-3-glukosid,
acetylovany kyanidin-3-glukosid a acetylovany peéomi3-glukosid, Ve stopovych
mnozstvi  byly zaznamenany kyanidin-3-rutinosid a orpein-3-rutinosid.
(Hosseinian et al. 2007). U mied zbarvenych obilek ipvliada delfinidin-3-glukosid
(Abdel-Aal et al. 2006).

V pribéhu vyvoje obilky byla provedena identifikace a kirilkace dvou hlavnich
antokyari kyanidin-3-glukosid a delfinidin-3-glukosid, ktefgou nejvyznamgsSimi

latkami ovliviiujicimi zbarveni obilekAbdel-Aal & Hucl 2003 obrazek 31).

Analyzy byly provadny az od druhého odlového terminu, tj. 15 dpa, protoze,
jak uvadi Knievel et al. (2009), na d@ku vyvoje obilek je obsah barviv velmi nizky.
To bylo potvrzeno v ffedpokusu. ProtoZze obsah antokyga zavisly na pozici obilky
v lichoklasu (Bustos et al. 2012), bylyi pdbérech pelivé vybirany obilky ze sedni
¢asti lichoklasu, aby mohlo byt prowdt vzajemné srovnavani. NejvySSi obsah
kyanidin-3-glukosidu byl zaznamenan 30 dpa u ggnotpA (88mg/kg susiny).
Obdobr¢ byla maxima zji&na i u genotyfp ANK (65 mg/kg susiny), tedyipsrovnani
s hodnotami zjig#nymi u genotypu AA byl obsah kyanidin-3-glukosiduzsi.
Maximalniho obsahu bylo vSak dosazeno u sledovamggiotym za stejnou dobu
post anthesisPrudky pokles obsahu kyanidin-3-glukosidu na3Batipa, a to na hodnotu
5 mg/kg susSiny u ANK i AA. U sledovanych genotyyl stanoven i obsah
delfinidin-3-glukosidu. Pro ANK i AA bylo jeho stanovené mnoishanedbatelné
AA 0,5 a ANK 1 mg/kg suSiny. Potvrdily se tak vydky, které publikovali
Knievel et al. (2009), Ze obsah delfinidin-3-glukhs je u obilek s purpurovym
perikarpem velmi nizky. Tento antokyan je majaritnastoupen u skupiny pSenic

s modrou barvou obilky, kde je obsaZen v aleuronggég (Abdel-Aal et al. 2006).
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To potvrdily vysledky ziskané u genotypu UC, kddfidielin-3-glukosid dosahoval
v maximu az 140 mg/kg susiny (Trojan et al. 20W4kontrolniho genotypu N 67, s bilou
barvou obilky, ani jeden z obou sledovanych antokyaebyl zachycen ve vySSich
koncentracich. Je vSak zajimavé, Ze zatimco v povgah obilkach byl obsah delfinidin-
3-glukosidu steja nizky po celou dobu sledovani. U kontrolniho ggpotN67 byl 15
dpa 3—-6 nasokinvysSi neZ u obou sledovanych gendtyp purpurovymi obilkami.

Pozdji ovSsem jeho obsah klesl pod detekovatelnou koinaen

Pokles sledovanych antokyamyl zietelrt pozorovan v pozdnich fazich vyvoje
obilek. Stejné poznatky popsali pro celkovy obsatolayami u purpurového genotypu
pSenice ANK (Zofajova et al. 2012) a u genotypu G3@08 (Knievel et al. 2009).
Knievel et al. (2009) zaznamenali, Ze sniZzeni jddiyoh antokyad maze
byt vysledkem vysychani endospermu, které je ryghleez ukladani antokyén
do aleuronové vrstvy a perikarpu. Tento jeuze byt i jinak vysetlovan jako efekt
kopigmentace (Boulton 2001)¢Bem kopigmentace se antokyany formuji v molekularni
komplexy anebo shluky, kde dochazi ke¢mtnnebo zvyseni intenzity barvy. Dojde-li
k tomuto efektu, uzité metody ke zjgvani obsahu antokyansou nedinné, a proto se
na konci vyvoje obilek jejich obsah zdarlisniZuje. Intenzita zbarveni obilky se v3ak
nentni, spiSe naopak. Mazza & Miniati (1993gdpokladaji, Ze tento jev kopigmentace

stabilizuje barvu rostlin.
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Obrazek 31: Zmény obsahu hlavnich antokyar v pribéhu zrani u genotypi N67,
AA a ANK, A — kyanidin-3-glukosid, B — delfinidin-3-glukosid

5.4 Genomicka analyza

V prabéhu analyz byly ziskany pomoci navrZzenych prifim@odukty, které byly nasledn
sekvenovany. Vysledna délka sekvence @idS DNA fragment obsahovala 196 bp
(obrazek 32). Ziskané sekvence byly zapsamjadabaze NCBI a byla jim byldipazena
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systémova ozrigni GenBank accession number. Po ziskani infora@siekvenovani
genotypu N67 ukazal obsah pouze jediné sekvencsalOpouze jediné sekvence
u genotypu s modrym zbarvenim aleuronoveé vrstvyal#ekvenci v p&iu pouze 131 bp

u genotypu TBS ziskali Trojan et al. (2014).

U genotyfi AA a ANK byl u i kandidatnich sekvenci zachycen jednonukleotidovy
polymorfismus. Pra&v identifikace a lokalizace jednonukleotidovych puabrfismi
je nezbytnou saiasti spravného vyiu sekvence. Vznik jednonukleotidovych
polymorfismi ovliviiuje fada biologickych faktdgr. Pati sem slozZitost genové rodiny,
zpisob reprodukce (autogamie nebo alogamie) a tramalosti o diploidnich druzich,
ze kterych alopolyploid vznikl. Dale maji vliv pakty v metodach sekvenovani DNA a

jeji analyzy (Kaur et al. 2012).

Podobnosti u analyzovanych sekvenci se pohyboviadymezi 92,5-100 % (tabulka
7). Podobnost k referéni sekvenci (HVCHS — EU921436.1) vybrané z dataibhézBl
byla mezi 94.5-96 %. Variabilita uédhto sekvenci byla ovlivma praé¢

jednonukleotidovymi polymorfismy.

Nejvyssi vyskyt jednonukleotidovych polymorfigrhyl detekovan mezi sekvencemi
u genotypu AA (podobnost 94,7%). U genotypu N67/afkkané identické sekvence.
Pfi porovnani genotylp s purpurovym perikarpem (AA a ANK) byla frekvence
jednonukleotidovych polymorfistn 7,3 %. (podobnost 92,7 %). Zgse hodnoty

jsou velmi podobné jako u skupiny genatypomodrym aleuronem (Trojan et al. 2014).

Tabulka 7: Matice podobnosti sekvence pro chalkonsyéazu (%)

N67 AA
100 92,5 94

92,5 94,7 92,7
94 92,7

£
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Kl on GenBank Sekvence 5°-3"
accession

number

CHS AK354067 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGTGCCCGGGQIAXGARACAT 60
N67_1  KF681271 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGTGCCCGGGUIAMGA/ACAT 60
AA 1 KF681272 TGAGGTTGGACTCACCTTCCPI:CTTCTCAAGGA TGCCTGGGCTEAGBACAT 60
AA 2 KF681273 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGETGCCTGGGQIRAGEACAT 60
AA 3 KF681274 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTAAAGGATIETGCCTGECCTEARARCAT 60
ANK_1  KF681275 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGETGCCTGGGQIANGSACAT 60
ANK_2 KF681276 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGETGCCTGGGQIRAGEACAT 60
ANK_3 KF681277 TGAGGTTGGACTCACCTTCCACCTCCTCAAGGATGETGCCTGGGQIRAGEACAT 60
CHS AK354067 CGAGCGCGCCCTAGAGGACGCCTTCAAGCCATTGGGUAACBABGAACTCCGTCTT 120
N67_1  KF681271 CGAGCGCGCCCTAGAGGACGCCTTCAAGCCAATTGGCATCGATGACURGEAAT 120
AA 1 KF681272 CGAGCGCGCUETGGAGGACGCCTTCAAGCCATTGIGCATCAATGACTGEBAT 120
AA 2 KF681273 IGAGCGCGC TGGAGGATGCCTTCAAGCCATTGGGCATCGATGACUREAAT 120
AA 3 KF681274 CGAGCGCGCCETGG GAAGCCTTCAAGCCITTGGGAAI CGATGATUEGEAT 120
ANK_1  KF681275 CGAGCGGGCCCTAGAGGHACGCATTCAAGCCATTJBEGCATCAATGACTGEEAAT 120
ANK_2 KF681276 CGAGCGGGCCCTAGA}GATGCCTTCAAGCCATTGGGCATCGATGIKCIDGGMT 120
ANK_3  KF681277 CGAGCGCGCCCTAGAGGACGCATTCAAGCCATTGGGCATCGATGACTGGEAT 120
CHS AK354067 TTGGATAGCGCACCCCGGCGGGCCAGCAATCCTTGACATGGTGGSFAAA2AT 180
N67_1 KF681271 CTGGATGGCGCACCCCGGCGGGCCGGCAATCCTTGACATGGTCGEAGRREGAA 180
AA 1 KF681272 TGGATAGCGCACCC@GGTGGGCCAGCAATCCTTGACATGGTGGAGBAMBAET 180
AA 2 KF681273 TGGATAGCGCACCCCGGCGGGECAGCCATCCTTGACATGGTGGAGSXIZGT 180

\ 3 KF681274 TGGATAGCGCACCCCGGCGGGECAGCCATCCTTG ATGGTTG.&ISQ@@QT 180
ANK_1  KF681275 TGGATAGCGEBATCCEGGTGGGCCAGCAATCCTTGACATGAN C&EIBBASAT 180
ANK_2 KF681276 TGGATAGCGCACCCCGGCGGGCCAGCAATCCTTGACATGGTGGAEA/SZAT 180
ANK_3 KF681277 TGGATAGCGCACCCCGGCGGGCCAGCAATCCTTGI:ATG(.TCGBCEGM@@\T 180
CHS AK354067 GAACAAGGAACGGATG 196
N67_1  KF681271 GAACAAGGAACGGATG 196
AA 1 KF681272 GAACAAGGAACGGATG 196
AA 2 KF681273 GAACAAGGAACGGATG 196

\ 3 KF681274 GAACAAGGAACGGATG 196
ANK_1 KF681275 GAACAAGGAACGGATG 196
ANK_2 KF681276 GAACAAGGAACGGATG 196
ANK_3  KF681277 GAACAAGGAACGGATG 196

Obrazek 32: Kandidatni sekvence chalkonsyntazy angtovanych genoty

Zlutd — genotyp s bilym perikarpem, Novosibirsk&yaN67)
purpurova — genotypy s purpurovym perikarpem, ANBBZANK) a A. Arraseita (AA)
cervena — referemi sekvence EU921436.1 chalkonsyntaza (CH&Heum vulgare

Jsou prezentovany pouze unikatni sekvence pro kgeagtyp

5.5 Sledovani exprese genu

~ v

U celych obilek analyzy relativni genové expr€¢Sukazaly nizSi hodnoty u genotypu

s bilym perikarpem N67 (1,% 10%-6,3 x 10%. Stejré byly nangteny vysledky

u genotyfi s purpurovym perikarpem (obrazek 33). Npack celych obilek u genotyp

s purpurovym perikarpem byla u genotypu ANK relatigxprese (1,2 10°—1,2x 10

1, coz je vy33i nez u genotypu AA (X90° — 7,4x 10?). Histogram ukazuje viditelné
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rozdily v trendech Urovnrelativni exprese. V fb¢hu vyvoje v gipads celych obilek
ukazuje expres€HS u genotypu N-67 spiSe klesajici trend. V porovragienotypy
s purpurovou barvou obilky byly trendy ame, rostouci. NejvySSich hodnot dosahla

relativni exprese 40 dpa.

U rozcleni vzorki na obalové vrstvy a endosperm byly hodnoty retétaxprese
rozdilné jak u genotypu s purpurovym perikarpem Ak i AA (obrazky 34, 35). Mira
exprese byla samostéthodnocena v endospermu a obalovych vrstvach venizt0—
30 dpa. Rozdeni na jednotliv&asti v pozdjSich stadiich vyvoje uz nebylo mozné,
protoZze se ztradtou vody byly vrstvy neetitgtiné spojené. Byly pozorovany ofae
trendy mezi porovnanim hodnot obalovych vrstevadospermu. U genotypu AA vzaik
endospermu byla nejvy3si mira exprese 15 dpa €.130), potom nasledoval pokles do
30 dpa na hodnotu (6,43 10?). Tyto hodnoty se lidily od obalovych vrstev,
kde byl pozorovan jen velmi pomalyast relativni expreseCHS Stejné trendy
byly pozorovany u genotypu ANK, kde exprese v epdasiu byla jestnizsi.

Trojan et al. (2014) provéll analyzy exprese genGHS u genotyfi s modrym
aleuronem UC a TBS. Wpact vysledki pro celou obilku byla nejvysSi hodnota 25 dpa,
coz je o 15 di diive nez u popisovaného pozorovani. V ramci skugegoty
s modrou aleuronovou vrstvou, mira exprese u gendtC (1.3x 102-2.3x 107) byla
vy33i nez u genotypu TBS (3310* — 1.3x 10?). Pokles exprese genotypu UC byl jak
u obalovych vrstev, tak u endospermu pozorovangd) o genotypu TBS to bylo 15
dpa. Ri porovnani TBS a UC vykazuje kterych vybranychitastech dvojnasobnych
hodnot miry exprese.
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Obrazek 33: Mira exprese chalkonsyntazy v celé oloi¢ u genotym AA, ANK, N67
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Obrazek 34: Mira exprese chalkonsyntazy v obalovyctirstvach a endospermu
u genotypu AA
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Obrazek 35: Mira exprese chalkonsyntazy v obalovyctirstvach a endospermu
u genotypu ANK

5.6 Vysledky a diskuze — souhrn

Pri celkovém pohledu na expréSHSa ukladani sledovanych antokyige treba podtrhnout
tyto skuté&nosti. U genotypu N67, v fibéhu vyvoje obilky, byla expres€HSve srovnani

S genotypy s purpurovym perikarpem velmi nizka.oT@gjiS€ni odpovida vysledin,

které publikovali Tereshchenko et al. (2013). Ziiskayznamré nizSi exprese
u Saratovskaya 29 ve srovnéni s blizce izogennimenhi s purpurovym perikarpem.
Saratovskaya 29 tak jako N67 jsou genotypy s bipgrikarpem. Himi & Noda (2005)
publikovali stejna zjigni u genotypu N67 pro geny zodgowé za chalkonisomerazu,

flavonon-3-hydroxylazu a dihydroflavonol-4-redukiidz

Urovei relativni exprese vifpadt N67 odpovida minimu, resp. nedetekovatelné hadnot
obsahu antokyankyanidin-3-glukosidu a delfinidin-3-glukosidu, stavovanych v pibéhu

zrani obilky.
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Genotypy s purpurovym perikarpem byly charakteskstistoupajicimi trendy relativni
expreseCHSv celém piéibéhu dozravani. Rozdilem u celych obilek s modrowraleovou
vrstvou bylo dosazeni maxima 25 dpa, potondaka dochazet k plynulému poklesu
(Trojan et al. 2014).

Srovnani vysledkanalyz exprese gel@HS a obsahu kyanidin-3-glukosidu u celych
obilek s purpurovym perikarpem ukazuje, Ze maximexprese nastava 40 dpa ve
srovnani s maximem obsahu kyanidin-3-glukosiduékte je dosazeno 30 dpa (obrazek
33), tedy maximum exprese nastava 1@ @ozdji. Obdobré popisuji Trojan et al.
(2014) u genotypu UC s modrym aleuronem maximunalobbkyanidin-3-glukosidu 25
dpa a maximum exprese ge@HS o 10 dri pozdji, tj. 35 dpa.

Ziskané vysledky jsou v souladu s vysledky, kterdigovali Abdel-Aal & Hucl (2003),
Abdel-Aal et al. (2006) a Hosseinian et al. (2008).pozdnich fazich vyvoje obilky
byl pozorovan pokles obsahu sledovanych antokyeBtejné poznatky byly popséany
u stanoveni celkového obsahu antoKyan genotyf s purpurovym perikarpem ANK
(Zofajovéa et al. 2012) a PIG03008 (Knievel et &09). Knievel et al. (2009) uvedli,
Ze snizeni antokyammize byt vysledkem akumulace susSiny v endospermujekdenohem
rychlejSi nez ukladani antoky@an aleuronové vrstvnebo perikarpu. Tento fenomérie
byt také vys¥tlen efektem kopigmentace, jak uvadi Boulton (2001 to jev,
pti kterém se antokyany formuji v molekularni komplenebo shluky, vytu&jici znenu
anebo zvySeni barevné intenzity. Mazza and Min{a893) gedpokladaji, ze tento
mechanismus stabilizuje barviva v rostlinach. Vy§&idina exprese u obalovych vrstev
pSenice s purpurovym perikarpem odpovida t¥osb naslednému ukladani antokyan
v perikarpu.

Vysledky expreseCHS v jednotlivych strukturach obilky doklada z§igf, Zze CHS
je klicovym enzymem v biosyntetické draze antokyaak popisuji Moore et al. (2002).
Je Zejmé, Ze transkripce genu, kodujicickNy enzym biosyntetické drahy antokyian
je ovladana endogennimi procesyV prayréeth pokusech se jednaldepdevsim o pozici

pletiv. Vliv vSak ma i okolni progedi.

Vyvstava jedt otazka, jak vysstlit zjiSténou vysokou exprestHSv pozdnich fazich
vyvoje obilky (35-40 dpa). MozZnéidody sniZzovani obsahu sledovanych antokypou
uvedeny v pedchéazejicim odstavci. Obdabhy bylo mozno vysgtlit i zvySenou expresi
CHStak, ze vzniklykyanidin-3-glukosid i delfinidin-3-glukosidu jsouteto fazi okamzi
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pievadny na komplex§si sloweniny. Je vSak znamo, Ze obalové vrstvy postupn
odumiraji a jsou v dabzralosti zcela tvieny odunienymi buikami (coZ je ostath
zakladni charakteristika suchych pigd Young & Gallie (1999) studovali
programovanou buiinou smrt ve vyvoji endospermu v obilkach pSeniegcll vysledky
naznauji, Ze tento proces probiha i v obalovych vrstvaprikarpu i tegt Tento proces
je porrérné rychly. Dlouho je znamo, Zicha semena obsahuji f’dtnkmRNA (Marcus &
Feeley 1964, Dure & Waters 1965). Tato mRNA je g¢wna v ptbéhu vyvoje semene,
zachovéava si svou funkci vigéhu skladovani a 2éné se uplatovat ogt v ranych fazich
bobtnani (Comai et al. 1989; Kimura & Nambara 2018)tedy mozné, jak nazhgi ziskané
vysledky, Ze v pibé¢hu odumirani butk se hromadi mMRNA, konkrétnintipad pro CHS,
nejen vcastech obilky, které seimo uplatiuji pri kli¢eni, ale i bidkach odunkelych pletiv,
kterd se na kdeni nepodileji. Zde vyvstavé i &ds diskutované otazka, Ze neni zcela spravné
uvazovat pi pouZziti EZn¢ zavedenych metod o expresi geale o momentalnim obsahu

RNA ve sledovanych vzorcich.
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6. ZAVER

V experimentech genetickéipuznosti byly studovany genotypy jarni formy pgerseté
(Triticum aestivuni.) s mizrné zbarvenou obilkou a plérse v girod vyskytujici druh
Thinopyrum ponticunpomoci 27 mikrosatelitnich markelSSR (Simple Sequence
Repeat). Z vyslednych dendrogranse jas se vylenil plany druh Thinopyrum
ponticum Byla potvrzena hypotéza, Ze tento plany druh ndohorem gein
pro purpurové zbarveni. Byl ovSem potvrzen izogertarakter genotyps oznaenim
ANK, kam také spadaji genotypy s purpurovym zbaiwenbilky ANK-28A a ANK
28B. Izogenni linie ANK-28A a ANK28B se liSi od N67 pouze v genech pro purpurovy
perikarp. N67 byla v praci pouzita jako kontroldjilky pSenice bez purpurovych
pigmenti. Toto zjiS&ni dokazuje u izogenni linie ANK-28A obsah genoestavyPpl

a Pp2.ANK-28B ma zastoupeny gerBpl aPp3 N67 obsahuj&pl app3.Vysledky
studia pibuznosti genotyppSenice sete, které byly k dispozici, umoznilynagipro dalsi

experimenty vzdalené genotypy s purpurovou obilkou.

Anatomicka studie sledovala ukladani barviv v abilbakroskopicky a pomoci
3D mikroskopu na povrchu vyvijejicich se obilekésled® mikroskopicky na ficnych
fezech obilkami. Tato pozorovani byla pro¥da ve stejnychiasovych intervalech
ve shod s dalSimi experimenty (10, 15, 20, 25, 30, 35 adp@). Makroskopicky
bylo prvni ukladani pigmeait zaznamenano ve foemmalych okrsk na apexu
a po stranach na dorzalni sttaobilky 20 dpa. Tyto oblasti se naslédnwtSovaly
a spojovaly, az se postuprebarvila celd obilka. Rbéh nebyl u vSech obilek
zcela synchronniipsto, Ze obilky byly izolovany zefstinicasti klasu, kde jsou ve stejné
vyvojové fazi. | 25 dpa byly zjishy vedle téms¢ zbarvenych obilek obilky té#n
bez patrného zbarveni. V dgbkdy obilka z&ala vysychat, byla uz celd zbarvena.
K ukladani pigmerit na ventralni stranobilky nedochazeloitve nez na opmeé stras,
na stral bez ryhy. Na ficnych tezech obilkami se v test@ k ni giléhajici oblasti
perikarpu z&alo objevovat zelené zbarveni chlorofylu, v &di®-15 dpa. Maximalni
tlou&’ka perikarpu byla zaznamenana 25 dpa. S nasledwipiojem obilky se perikarp

staval tedim, coz bylo zaficinéno ztradtou vody a modifikacemi jeléasti.

Purpuro¥ zbarvené obilky obsahujékolik latek typu antokyain V prabéhu vyvoje
obilky byla provedena identifikace a kvantifikacevod hlavnich antokyan

kyanidin-3-glukosid a delfinidin-3-glukosid. Obsahtokyari je zavisly na pozici obilky
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v lichoklasu, a proto bylyip odbérech pelivé vybirany obilky ze sednicasti klasu.
NejvysSi obsah kyanidin-3-glukosidu byl zaznameB@nipa u genotypu AA (88mg/kg
susiny). Obdob& byla maxima zjidina i u genotyp ANK (65 mg/kg susSiny), tedy
pii srovnani s hodnotami zji&tymi u genotypu AA byl obsah kyanidin-3-glukosidu
nizsi. Maximalniho obsahu bylo vSak dosazeno wsiaalych genotyjpza stejnou dobu
post anthesisPrudky pokles obsahu kyanidin-3-glukosidu na3Batipa, a to na hodnotu
5 mg/kg susSiny u ANK i AA. U sledovanych genotyyl stanoven i obsah
delfinidin-3-glukosidu. Pro ANK i AA bylo jeho stamené mnoZstvi zanedbatelné
AA 0,5 a ANK 1 mg/kg suSiny. U kontrolniho genotyplu67, s bilou barvou obilky,
ani jeden z obou sledovanych antokyarebyl zachycen ve vy3Sich koncentracich. Je
vSak zajimavé, Ze zatimco v purpurovych obilkach diysah delfinidin-3-glukosidu
stejré nizky po celou dobu sledovani. U kontrolniho ggpot N67 byl 15 dpa
3-6 nasoban vysSi neZz u obou sledovanych gendtgppurpurovymi obilkami. Pokles
sledovanych antokyanbyl zietelre pozorovan v pozdnich fazich vyvoje obilek. Tento
jev mize byt vys¥tlen jako efekt kopigmentace.cBem kopigmentace se antokyany
formuji v molekularni komplexy anebo shluky, kdecdazi ke zréné nebo zvysSeni
intenzity barvy. V tomto fipadt uzité metody ke zjiovani obsahu antokyansou

nelinné, a proto se na konci vyvoje obilek jejich dbgdanliw sniZuje.

Hlavnim enzymem uplatjicim se v biosyntetické drdze antokyan
je chalkonsyntaza (CHS). U genoly®A a ANK byl u i kandidatnich sekvenci
chalkonsyntazy @QHS zachycen jednonukleotidovy polymorfismus. Podabino
u analyzovanych sekvenci se pohybovaly v rozmezb-920 %. NejvysSi vyskyt
jednonukleotidovych polymorfistn byl detekovan mezi sekvencemi u genotypu
AA (podobnost 94,7%). U genotypu N 67 byly ziskatentické sekvence rRporovnani
genotym s purpurovym perikarpem (AA a ANK) byla frekveneginonukleotidovych
polymorfismi 7,3 %, (podobnost 92,7 %).

Byla sledovana relativni genova exprese v celydlk@th a i separaci obalovych
perikarpem N67 (1,k 10% — 6,3x 10%). Stejr¢ byly nangeny vysledky u genotyp
s purpurovym perikarpem. \fipadt celych obilek u genotyps purpurovym perikarpem
byla u genotypu ANK relativni exprese vyssi (¥,40°% az 1,2x 10%) neZ u genotypu
AA (3,9 x 103 —7,4x 10). U vzorki rozcélenych na obalové vrstvy a endosperm byly
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hodnoty relativni exprese rozdilné jak u genotypiKAtak i AA. V tomto gipack byla
mira relativni exprese samostatmodnocena jen v rozmezi 10-30 dpa. V ggdh
stadiich vyvoje obilky nebylo uz roziéni na jednotliv&asti mozné, protoze se ztratou
vody byly vrstvy neodditené spojené. Byly pozorovany ofi@ trendy mezi
porovnanim hodnot obalovych vrstev a endospermgehbtypu AA byla u vzork
endospermu nejvyssi mira relativni exprese 15 488% 107Y), potom nasledoval pokles
do 30 dpa (6,4% 10?). Tyto hodnoty se lidily od obalovych vrstev, Ko pozorovan
jen velmi pomaly st relativni expres€HS Stejné trendy byly pozorovany u genotypu

ANK, kde exprese v endospermu byla §asitZsi.

Exprese genCHSvede k postupné tvottpigmenti a nasled&k zabarvovani obilky.
Tato exprese je podmina nejencaso\, ale i lokaliz&né. Postupné pochopenichto
procesi by mohlo umoznit expresi antoky@aw dalSichéastech obilky. Nejvhodijsi
by tento proces byl v celém endospermu a nejengpoabalovych vrstvach, jak je tomu
dnes. Kdy se stale proétéinu potravingskych vyrobki pouzivd pouze endosperm
a mouky, resp. Sroty vyuzZivanéepevsim pro celozrnné vyrobky tWetale minoritni

zastoupeni.

Tyto pigmenty maji vysokou hodnotuigaevsim diky svym antioxidaim
vlastnostem, a tak mohou pozit&vovliviiovat zdravicloveéka, ale i zvfat g vyuZiti
v krmivarstvi. PSenice setargristavuje 20 % fijmu energie pro sfovou populaci
lidstva. Minimalni produkce antokyanv endospermu, ze kterého se vyrabiSwma
mouky, by tak vytvéila z pSenice seté nejen vyznamny zdroj energeei ayznamnou
surovinu pro vyrobu furndnich potravin. Tzn. potravin, vyrobenych Zirpzerg
se vyskytujicich slozek tak, abyéty kromé prosté nutkini hodnoty i pozitivni dinek

na zdravi konzumenta.
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7. SUMMARY

Spring form genotypes of common whedtificum aestivumL.) with nonstandard
pigmented caryopsis and wildly growing specigsnopyrum ponticunwere studied
with a tool of 27 SSR (Simple Sequence Repeat)eimetic relationship experiments.
The wild species ofThinopyrum ponticumwas clearly allocated from the final
dendrogramThe hypothesis that this wild species in not dasfopurple pigmentation
genes, was confirmed. The isogenic character of A&Kotypes with purple pigmented
caryopsis as ANK-28A and ANK 28B was also confirmembgenic lines ANK-28A
and ANK 28B differentiate from N67 only genes rasgble for purple pericarp. N67
was used as control material, wheat caryopsis witlmgments. This fact confirms
ANK-28A with genesPpl a Pp2,ANK-28B has presented gendé®l and Pp3
Novosibirskaya 67 contairidplandPp3genes

Anatomical study observed pigment deposition iny@psis via macroscopic
observation and 3D microscope on the developingopmses surface and microscopic
observation was used for caryopsis crosscuts. @dusen time schedule was set up
in compliance with other experiments (10, 15, 28, 30, 35 a 40 dpa). Pigment
deposition was visually observed on the surfaceintdct caryopses during their
development on the apex and on the sites. The g@uwqlbring was visible 20 dpa.
Pigment distribution was not homogeneous on thefasar of the caryopsis.
At the beginning, small spots of color were visibltese spots enlarged and gradually
fused into homogeneous pigmentation of the wholeogsis between 20-30 dpa.
Once the caryopsis started drying, it was alreally pigmented. The pigment deposition
started first on the ventral site with line. Grafhorophyll pigments 10-15 dpa could be
observed on the crosscuts in testa and closedapgrceas. Maximal pericarp thickness
was detected 25 dpa. With continuing developmentag started to get thinner which
was caused by desiccation and pericarp modificatidGturple pigmented caryopses
contain a few anthocyanin compounds. During cargspdevelopment two major
anthocyanins cyanide-3-glycoside and delphinidirgdy8oside were identified and
quantified. Anthocyanin content corresponds withyopsis spike position. Caryopses
were properly selected from middle part of the spikrhe highest cyanidin-3-glucoside
content 30 dpa was detected in AA genotype (88mBMgY. Maximum were similarly
ascertained in ANK genotype (65 mg/kg DW), i.e. paned to AA genotype, the content

was lower. Maximum were reached in both genotypdbe sam@ost anthesis.
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There were also significant differences in thedeeaf cyanidin-3-glucoside content.
At the same time, significant differences in tremmdghe content of this anthocyanin
(i.e. cyanidin-3-glucoside) were observed also meat with purple pericarp where a
steep decrease to levels of about 5 mg/kg DW tdatep35 dpa. For wheat with white
pericarp (N67), neither delphinidin-3-glucoside nganiding-3-glucoside were detected.
In purple wheat, only negligible quantities wererd in the course of maturation (AA
0.5 and ANK 1 mg/kg DW).

It is interesting that the delphinidine-3-gycosatent in purple pericarp caryopsis
was on the same low level during whole experimkintase of N67 (control genotype)
was on 15 dpa 6 times higher content than in pupgdenented genotypes. Decline
was clearly observed also in late development stagibis phenomenon could be
explained as copigmentation effect. It is a phenmmen which the anthocyanins form
molecular complexes or clumps producing a changanoincrease in color intensity.
In this case, methods of detection are not effectbecause the anthocyanin content
artificially decreases at the end of caryopsis tgraent due to fact the caryopsis is deep

dark and almost black.

Key enzyme contributing on biosynthetic pathwayckalcone synthase (CHS).
AA and ANK in three chalcone synthase candidateiseces (CHS) single nucleotide
polymorphism was detected. The level of similariyaried within the range
of 925 % - 100 %. The highest occurrence of singleleotide polymorphisms
was detected among genotype sequences of AA (sityit.7 %). For N67 identical
sequences were detected. Comparing AA and ANKitiggesnucleotide polymorphism
frequency was 7.3 %, (similarity 92.7 %).

Relative gene expression of CHS was observed inentaryopses and in pericarp
and endosperm separately. In whole caryopses vaavesled a lower relative gene
expression of the genotype white caryopsis N67 €110 — 6.3x 10%). Same data
were measured in purple pigmented genotypes. Dakdative gene expression detected
in case of whole purple pigmented caryopses ANR £1103 — 1.2x 10%). It is higher
value than in genotype AA (3:0103 — 7.4x 10?).

Sample separation into pericarp and endosperm shdifferent levels of relative
gene expression in ANK and also AA. Intervals wHde30 dpa because in later stadium
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separation was not possible. Pericarp and endosperratrongly joined together after
water loss. Opposite trends were observed betwedasperm and pericarp. In AA,
the maximum relativeCHS expression in the endosperm was observed 15 dpa
(1.30 x 10%), thereafter a decrease to 643102 followed 30 dpa. This observation
differed from seed coats where only a very slowaase in relativeCHS expression
was observed. A similar trend was observed in ANK telative gene expression

in the endosperm was lower.

CHS gene expression leads into progressive pignadewelopment caryopsis
pigmentation. This relative gene expression isesttbf not only with time period but also
in localization.The gradual understanding of these processes atiol the relative
gene expression in other caryopsis parts. The westd be this process throughout
the endosperm and not only in the pericarp likayodVhen there are still used for most
food products only the endosperm and flour, respelgt Meals used primarily for whole
grain products which create only a minority repréggon.

Anthocyanins have a high value mainly due to amdiaxt properties, and thus
may positively affect human health. It can be alsed in animal feeding. Wheat
represents about 20 % of energy intake for a wpdpulation of mankind. Minimum
production of anthocyanins in the endosperm (feaurce) could form wheat not only
significant source of energy, but also an importaw material for functional foods.
It means foods which is a made from naturally ogogringredients with basic nutritional

value bringing new positive effect on the consuhmeslth.
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11. SEZNAM ZKRATEK

AA = Abyssinskaya Arraseita

AN2 = Anthocyanin2

ANK = genotypy s purpurovym perikarpem ANK-28B
ANS = antokyanidinsyntaza

Ba = gen pro blue aleuron

bHLH basic helix-loop-helix proteiny

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool
C1=gen pro Colorlessl

C1-I = Colorless1 inhibitor

CHI = chalkonisomeraza
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crtl = gen pro karotendesaturazu

DFR = dihydroflavonol 4-reduktaza

DI = Index diverzity

dpa = dnypost anthesis
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GAPDH = glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
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INT1 = gen pro intensifierl
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Pp = gen pro purple pericarp

Rc= gen pro red coleoptile

SSR = Simple Sequence Repeat
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TBS = Tschermaks Blaukérniger Sommerweizen
TFs = transkripni faktory
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WDR = tryptofan-aspartam repeats
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