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ABSTRAKT

Analyza polymorfizmu DNA pSenice

PSenice seta T¢iticum aestivum 1. je vnaSich podminkach nejvyzna&si
a nejroz§enjSi polni obilninou. Vyuziva se zejména k pitaym, peivarenskym
a krmnym @elim. Je také zakladnim zdrojem lidské vyzivy. Jscanmyptaké genotypy,
které vykazuji iznd zbarveni: modré, purpurové, Zluté nebo biléto Tzbarveni
je zagficinéno pritomnosti antokyal jenz maji antioxidéni inky. Jsou také znamy
pozitivni vlivy antioxidand na ¢lovéka, proto jsou povazovany za zdravi prEsge.
Z kolekce Agrotestu fyto Krogiiz s.r.o. byly vybrany vzorky jarni a ozimé formy
pSenice s bilou obilkou (Novosibirskaja 67a Herdplda modrym aleuronem
(UC66049, Tschermaks Blaukdrniger Sommerweizenhdisaaks Blaukorniger, 48M,
Skorpion (RU 440-6), RU 440-5, Barevna 9, Barevima Riao Yian, EF 02-54/9
a H 90-15-2), z kterych po naédini byla izolovana DNA, a taktoripravené vzorky
byly podrobeny analyzdm zaloZenych na detekci poljimmu DNA na zaklad reakce
PCR z anglického. Sledovanymi znaky byly loku&u-A3 pro nizkomolekularni
podjednotky glutenith ovliviiujici pekaskou kvalitu, identifikace alel zodp&inych
za tvorbu puroindolintPina aPinb, jenZ maji vliv na tvrdost obilky a detekce nulofy
alel Waxygeni jejichZz exprese ma vliv na kvalitu Skrobu v obil@osazené vysledky

mohou byt vyuZzity ve Slecéni pSenice.

Kli ¢ova slova:T. aestivuni., antokyany, PCRGIu-A3, purinoindolin,Waxygeny



ABSTRACT

Analysis of DNA polymorphism wheat

Common wheat is the most important and widespregctdture plant. It is used
mainly in bakery industry, or as fodder and ithe tmajor human nutrition source. Its
genotypes cause different kinds of wheat colouriige, purple, yellow or white. This
colouring is caused by anthocyanins with antioxideffects. The positive influence
of these antioxidants on human are considered teebhy. Summer and winter wheat
samples with white caryopsis (Novosibirskaja 67 aeroldo) and blue aleurone
(UC66049, Tschermaks Blaukorniger Sommerweizen, hdisoaks Blaukorniger,
48M, Skorpion, RU 440-6, RU 440-5, Barevna 9, Baee®5, Xiao Yian, EF 02-54/9
and H 90-15-2) were chosen for the analysis. Tkasgples were taken from Agrofest
fyto Kromgtiz s.r.o collection. DNA was isolated after thesamples germination
and the analysis was done on the basic of DNA potpimsm based on PCR reaction.
There were three observed features: Loc@easA3 for gluten low-molecular subunits
which influence baking quality. The second obseredture was the allele’s
identification that is responsible for puroindolifi@ina and Pinb) genes production
and these genes are responsible for the caryopsihdss. The very last of observed
features weréNaxy genes and detection &Vaxy genes null allele. The expression
of these null allele influences the starch quailitycaryopsis. Final outcomes can be

used in wheat breeding.

Key words: T. aestivuni., anthocyanins, PCR;lu-A3,purinoindoline Waxy genes
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1 UvVOoD

PSenice je jednou z n&jezitéjSich s¥tovych plodin. Tvéi zaklad stravy pro vice
nez tetinu lidstva, vyuziva se do krmnych &h pro hospoddka zvfata. VyuZziti
také ma ve zpracovatelskémupryslu, neb6 se z ni vyrdbi Skrob a lih. U nas je
dokonce vibec nejgstovargjsi obilninou.

Dnesni doba namimasi genotypy pSenice, které jsou odliSné svynrvaram
obilek a do pojedi se dostavaji diky svym nutmim vlastnostem. Takové zbarveni
je determinovano purpurovym perikarpem, modrym @eem a Zlutym endospermem
¢i bilou obilkou. Karotenoidy jsou zodpé&iné za Zluté zbarveni endospermu
a antokyany svou ifiomnosti vyvolavaji modré a purpurové zbarveni.nim@lini
¢i nulova gitomnost barviv je charakteristicka pro bile zbaéebilky.

Diky obsahu antokydn jakoZto antioxidarit, mohou byt barevné pSenice
povaZzovany za tzv. ,furthi potravinu“. Antioxidanty psobi preventivé proti
chorobam vyvolanym oxidativnim stresem. Semtadi nemoci kardiovaskularni,
neurodegenerativiéi nékteré typy rakoviny.

K predikci kvality a uZitkovosti pSenice se mimmégi vyuziva molekularnich
markefi. Diky €mto technikam molekularni biologie,itheme pozorovat v genotypech
alelickou variabilitu, pitomnostci negitomnost sledovanych géncoz ma poté dopad
na vykEr jedinai pro KiZzeni a selekci v potomstvu.

Cilem bakal&ské prace bylo prozkoumat alelickou variabilitu LM®S na lokusu
Glu-A3 determinujici pekarenskou kvalitu, studidPna a Pinb geni spojovanych
s tvrdosti obilky a detekci nulovych aléVaxy gemi, jeZ jsou zodpoxdné za tvorbu

amylozy v endospermu obilky Eirtacti genotyj pSenice s odliSnym zbarvenim obilky.
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2 CILE PRACE

V této préaci je stanovencakolik cili:

1.

Vypracovani literarni reSerSe na problematiku analyolymorfizmu DNA
u pSenice se zatienim na markery asistovanou selekci.
Izolace genomické DNA vybranych genotypSenice s modrym aleuronem.

Prakticka aplikace metod analyzy polymorfizmu DNAalazenych
na principu PCR.

Vyhodnoceni vysledka jejich interpretace.

11



3 LITERARNI PREHLED
3.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice seta ma dominantni postaveni ve stieikdbilovin i gistovanych plodin,
jelikoz zaujim& 51 az 52 % orndéqy a diky relativll vysoké urovni i stabilit vynosi
piedstavuje produini jistotu ve vSech vyrobnich oblasteéaské Republiky
(Zimolka et al., 2005).

Diky aplikaci modernich osevnich postup pokroki ve Slechini kazdorgné
poskytuje kolem 55 %eské produkce obilovin. Roi produkce u nas je cca kolem
4mil. tun a ve sé¢ 700 mil. tun, z toho 60 % se vyuzivd ke zkrmovani
a 35 % je vyuzivano pro milynsko-pekarenskéelyi Frevedeno docisel. VCeské
republice zhruba o cca 1,2 mil. tuny. Nadbytky pptaiziieme v nepotravitigkém
pramyslu, nap. k vyroks lihu (Prugar et al., 2008).

3.1.1 Systematické rozdéleni rodu psenice (Triticum)

Rod pSenicgadime dateledi lipnicovitych Poaceag RozliSujemeii podskupiny
liSici se v potu sad chromozofn Skupina diploidni pSenice (2n=14) zahrnuje planou
formu pSenice jednozrnky T( boeticuh a kulturni formu pSenice jednozrnky
(T. monoccocuiktera ma na rozdil od plané nééozpadavy klas. PSenice jednozrnky
maji obvykle Uzky, plochy lichoklas s #&wma kwty (Antonov & Grodecky, 1958).
Diploidni pSenice nemaji v sdasné dob velky pistitelsky vyznam. Mezi tetraploidni
pSenice (2n=28) fizeme z#adit predevSim pSenici tvrdoul ( durun) s nelamavym
klasem, dlouhymi osinami a sklovitou, neochlemnou obilkou, ktera je vhodna
pro vyrobu &stovin. Tato pSenice je¢ptovana v jiznich statech Evropy jakdifja.
Nejvice gstovanou skupinou v Evrépi ve sw¥té je skupina hexaploidni pSenice
(2n=42), a to pSenice sefd. (aestivup a pSenice Spaldd ( speltd. Nejvyznamgjsi
pSenice setd ma nelamavyzmé husty klas, osinaty nebo bezosinny. Tato pSenige m
ctyii  variety — erythrospermum ferrugineum, milturum a lutescens

které pravdpodobre vznikly ze Spaldy. PSenice 3palda secata rozSiovat
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az v poslednich letech jako ozimd i jarni formavyleZivana k vyrob téstovin, jeji klas
je ridsi, lamavjSi a obilky jsou peviuzawené v pluchach (Zimolka et al., 2005).

3.1.2 Fylogeneticky vyvoj

Jednotlivé druhy roduTriticum L. jsou znamé jako di-, tetra- a hexaploidy
se zakladnim chromozomalniitslem x=7. Jsou to alopolyploidi a mnoho jejichiatir
je nepostradatelnych jako zédsIské plodiny, jelikoZ jsou zdrojem obzivy prietinu
lidstva. Zname zékladnityti genomy A, B, D, a G. Jsou aspa c¢asti zastoupeny
ve v8ech odrd4ch rodurriticum (Goncharov et al., 2008).

Bézna pSenice Triticum aestivun je alohexaploid, nelojeji genom obsahuje
chromozomy BBAA'DD, které byly odvozeny hybridizaci mezi domesti&ngu
tetraploidni formou Triticum turgidum ssp. diccocoides (dale jen ,dvojzrnka®)
s genomem BBAA" a diploidniAegilops tauschi{DD). Predpoklada se, Ze dvojzrnka
byla odvozena hybridizaci mezi &aa divokymi diploidnimi druhy:Triticum uratu
(donor genomu A a mozny donor genomu B se jevi jakegilops speltoide@br. 1)
(Huang et al., 2002).

~500 D00 let
pr.m. .

L4

Triticum Aggilaps
urartu spaltoides
~8 000 et pd,
n.l.
Triticum Y Aegilops
dicoceoides tauschii
Tritfcurm

I aestivum

Obr. 1Fylogeneze pSenice sdéi#olezal, 2014)
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3.1.3 Anatomicka a morfologicka stavba rostliny

Zarodek rostliny je uloZzen nafetni stras obilky, je kryty oplodim a osemenim.
V apikalni ¢asti nalezneme vegetd vrchol s listy a na protilehlé strarse nachazi
hypokotyl se zakladytit az @ti korinka. Zakladem primarniho kinku je radikula,
kryta cepickou (koleorhyzo), ktera pi kliceni pronika oplodim. Zarovievznikaji
adventivni kaéeny, také ulozeny v embryu. Stonekifivetéblo, které je duté, obvykle
z pati internodii, mezi kterymi jsou kolénka. StéblomEbaze zuzuje sfrem ke klasu.
Z kolének vyfistaji listy, jejichz pochva objima stéblo @st&né jej zpewiuje.
Listy pSenice jsou ifsedlé, tvdenécepeli a pochvou, na jejichZgrhodu se nachazi
kratky, vroubkovany jaziek. Po stranach listové pochvy nalezneme par maysek,
obvykle pokryta trichomy. U prvnich listtvoii ouSka pouze rudimenty, nejsou $In
vyvinutd a u poslednich listjsou naopak zaschla. Rostliny pSenicetitdosétenstvi
ze slozeného klasu, jehoz zaklademijeteno, které ma podobako stéblo jednotlivé
¢lanky a kolénka. Nareteno pisedaji jednotlivé klasky s dmna az pti kvitky a dwma
plevami (Pelikan, 1996).

Kvitky jsou chragny z vrgjSi strany pluchami, ze kterychuire vyristat osina
a z vnitni strany pluskami. Otevirani kvitku pro opylenizggistno dwma plenkami
(lodikuly), umistnymi na spodni str&nsemeniku. Nezbytnou s&asti kwtu jsou
ty¢inky a pestiky. T¥§inky, tvorené nitkami a prasniky vistaji ze semeniku. Plodem
je obilka, skladajici se z&i zakladnichiasti — obaly, endosperm a embryo. Obaly jsou
tvorené oplodim a osemenim, pod kterym je vrstva atewgch bugk, priléhajici
k endospermu. Endospermovénky maji nepravidelné trojuhelnikové tvary a jejich

nejwtsi ¢ast tvdi Skrobova zrna aizné velikosti a tvaru (Zimolka et al., 2005).

3.1.4 Obilka pSenice

3.1.4.1 Anatomie obilky

MuzZemefici, Ze vSechny obiloviny maji stavbu obilky odién LiSi se svym
tvarem, velikostti podilem zastoupeni jednotlivych vrstev. Mame zeveka, protahla
az skoro kulatd. AvSak padi vrstev je shodné. Charakteristickym znakem

pro jednotlivé druhy obilovin fi#ze byt, zda zrno m& nema pluchy anebo se da druh
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urcit podle tvaru zrna. Celkové rozny zrna se pak také liSi v rdmci druhu v zavislosti

na klimatickych podminkach, otlt¢, kvalite pady, ¢i lokalité¢ (Kadlec et al., 2002).

Endosperm v obilce zaujima 84 - 86 % hmotnostitvdgen velkymi bukami
obsahujicimi  pedevsim Skrob a bilkoviny. Oé&dn od obalovych vrstev
je aleuronovymi biikkami, obsahujicich bilkoviny, mineralni latky, tuky vitaminy.
Ve fyziologii rostliny ma endosperm nepostradatalmoli pri vyvoji zarodku, nebt
tvoii zakladni zdroj vyzivy v prvnich faziclistu, je z & vyrabéna mouka aip krmeni

¢i obzZiv je hlavnim zdrojem sachatfid bilkovin (Rihoda et al., 2004).

Nejmensi ¢asti obilky je kléek. Tvai pouze 3 % hmotnosti. Je adieh
od endospermu Stitkem, ktery obsahuje az 33 %\bik&licek obsahuje mnoho Zivin,
neba musi byt pipraven k okamzitému vykiéni, pokud nastanou vhodné podminky.
Obsahuje bilkoviny, monosacharidy, aminokyselingaminy skupiny B (hlavé B1)
a vitamin E, ktery je zde zastoupen vecmgamfe. Klicek obsahuje také tuk, ten je
pied mletim obilky na mouku odstiavan, aby v ziskané mouce nedochazelo
k hydrolyzovani tuku, nelfonasledkem by byla Zlukla cthuktera je pro konzumenta

nezadouci (Siplakova, 2008).

Obaloveé vrstvy tvti asi 8 az 14 % hmotnosti zrna. Fvge rekolik vrstev burk,
které slouzi jako mechanicka ochranackdi a endospermu. Skladaji se z oplodi
a osemeni. Oplodipéricarp) tvoii pokozka épidermi3, buiky podélné ¢picarp,
bunky pricné (nesocarp a buiky hadicoveé éndocarp. Osemenigerispern je tvareno
vrstvou barevnou a hyalinni (skelnou). Pro leggdptavu se izeme podivat na model
obilky (Obr. 2) (Rihoda et al., 2004).
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A Perikarp Stitek
Osemeni _
Aleuronova vrstva

Pupenova pochva (Koleoptile)
Radikula (kofinek)

Endosperm

Stétinky 2

B

Aleuronova vrstva 4%

Endosperm

Osemeni

Radikula (kofinek)
Pupenova pochva (Koleoptile)

Obr. 2 Model zrna pSenice ukazujici primarni strukturuillob (A) longitudinalni 7ez, (B)
transverzalniez (upraveno dle Rathjen et al., 2009)

3.1.5 Chemické sloZeni pSeni¢ného zrna

Obecrk miazeme rozdlit sloZzeni pSeriného zrna do dkolika oddili a to sice:

sacharidy, lipidy vitaminy, mineralni latky a bilkoy.
Sacharidy

Jsou organické sl@eniny patici do skupiny polyhydroxyderivatkarbonylovych
kyselin. Tvdi nejpodstat&si podil pSeriného zrna (50 — 70 %) a pasem pedevsim
polysacharidy Skrob, hemicelulosa, celulosa, peartpza také sacharidy jako sasti
komplexi s lipidy a bilkovinami — glykolipidy a glykoprotey. Skrob se sklada
z amylopektiti a z amyl6z siimym rettzcem glukdzovych zbytk PSenina Skrobova
zrna tvdai dw frakce, ¥tSi a mensi. Nazyvame je ,prima“ a ,sekunda“ (Prugiaal.,
2008).

VEtSi ¢asti ,prima“ maji velikost 10-15 um a maddsti ,sekunda“ maji velikost
mensi jak 10-15 pum. Tyto men&isti jsou vazany na bilkovinnou matrici a jsou prot

hure oddlitelné, tim snizuji kvalitu lepku a v§Znost Skrobu (Cornell et al., 1994).
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Lipidy

V obilce jsou zastoupeny 1,5 — 3,0 %. Tery jsou jednak vlastnimi tuky,
slozenymi z kyseliny linolové a olejové a také #&igfy, obsahujicimi kyselinu
fosfore&nou a dusikatou bazi. Ne&péi podil lipidi je snefovan do kitkove casti
obilky. A i kdyz je podil lipidi v obilce maly, nelze hoiphliZet,ci podcaiovat, neb6é
maji vyznam pro skladovani obili a mouky. Dikyp&ni fosfatid se uvohuje kyselina
fosfore&gna a mastné kyseliny, coz m& za néasledek zvySokgselosti. Oxidani
procesy pak zdginuji zhorSeni senzorické kvality, diky Zluknuti. Bake uplatuji
v biochemickych procesecktem kynuti a pg&eni (Prugar et al., 2008).

Vitaminy

Nizkomolekularni slokeniny, které jsou nepostradatelné pro Zivot u vig&Sich
organisnii, kde maji nezastupitelnou funkci katalyzétor biochemickych reakcich.
V obilce se vyskytuji vitaminy nezbytné pro lidskyrganismus i organismus
hospodéskych zviat. Hromadny jsou gedevSim v kilku a v aleuronové vrsév
obilky. AvSak mlynskym zpracovanim tytasti gechazi do otrub a tmavych krmnych
mouk, jsou mouky sitlé ochuzeny o tento vitaminovy podil. Podle mpek Gbytek

¢inni az polovinu pvodniho obsahu v zrnu (Prugar et al., 2008).
Mineralni latky

V zavislosti na odid¢, padé ¢i podminkach v prbéhu vegetace se obsah
mineralnich latek v obilce n&gsgji pohybuje v rozsahu 1,4 — 3,0 %. Zahrnujeme sem
mineralni prvky jako fosfor, draslik, siru, ik, vapnik, sodik, Zelezo, mangan, zinek,
bor, med’. NejwtSi zastoupeni fizeme pozorovat v Klku a obalovych vrstvach obilky.
Proto nam stupevymleti sniZzuje obsahé¢hto prviki v mouce. Obecnplati, Zze¢im

je mouka s#tlejsi, tim je tato bilance horsi (Sarka & BubriR10).
Bilkoviny

Vysokomolekularni firodni slodeniny tvaeny aminokyselinami, maji v obilce
nejwtsi vyznam hned zékolika hledisek. To prvni je vliv na technologick&ualitu
mouky a druhé je nutmi a krmn& hodnota. MnoZzstvi v suSikolisa od 8 do 20 %.
V pramérném roce se pak tyto hodnoty pohybuiji v @izp2 — 13 % (Sarka & Bubnik,
2010).
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Z hlediska technologické kvality pSenice je podsiabilkovina lepek. Diky své
chemické struktie bilkoviny mezi bilkoviny nerozpustné ve vo®adime sem gliadin
a glutenin. Glutenin Zisobuje pruznost a bobtnavost lepku, gliadin zake faznost.
Tvori trojrozmérnou st' peptidovychietzci propojenou navzajemiznymi mistky

a vazbami (Kgerova, 2004).

3.1.6 Vyuziti pSenice

PSenice je dlouha léta zdrojem obzivy a tak jedk@i Ze jeji vyuziti zname
v petivarenském, pekarensk&tnkrmném ptimyslu. U pek#ské kvality hraje nejstsSi
vyznam obsah a kvalita lepku a také Skrob. Dalé takisou pentozany (polysacharidy
zvysujici viskozitu &sta). Jsou obsazeny spolu s celulosou ve viékiiaké nesmime
opomenout enzymy. &které totiz ¢-amylaza) v nesklizeném porostugpt Skrob
na jednodussi cukry, coz ma pak za nasledek snieslity peiva (je ploché)
(Both & Chloupek, 2005).

Aby mohla byt vhod#a vyuzita v daném gmyslu, musi mit poZzadovanou kvalitu,

neboli skupiny jakosti (Zimolka et al., 2000):
E — elitni pSenice (nejkvaligsi),
A — kvalitni pSenice,
B — chlebova pSenice,

C — vSechny oddy nevhodg pro tvorbu kynutéhoésta, pSenice vhodné

pro vyrobu susenekj pro vyrobu Skrobu a lihu.

3.1.6.1 Kvalita pSenice

Kvalita neboli jakost je termin, kterym hodnotimepsi poteb, které ma dana
odmida sphovat proti standardu. Je to hodnota Boma, ne absolutni a jeeba
v ni zohlediovat tizné poZadavky zpracovaielK rozliSeni stupt jakosti vyuZivaji
Both & Chloupek (2005)tizna kritéria:
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1. Hygienické — zdravotni zavadnastnezavadnost osiva.
2. Nutri¢ni — toto kritérium nantika, do jaké miry splje dané osivo vyzivové
doporieni z hlediska nuni kvality.
3. Senzorické - uuje se zakladnimi smysly (vzhlediulpavost).
4. Technologické - kritérium, velmi tdezité pro zpracovatele, nebana vliv
na néklady a kors@ou cenu. NiZeme zde rozdit na dva aspekty:
a) obsah dinné latky,
b) zpracovatelnost.
5. UzZitné — jakym snrem a zfisobem produkt vyuZijeme, trvanlivost, rychla

piiprava.

3.2 Antokyany

skupinu pigmerit v rostlinach. Jsou ifiomny v ovoci, zeleni kvétech a dalSich
nadzemnich organech rostlin. &gobuji ¢ervené, fialové az modré zbarvenicky

plodi a jinych¢asti rostlin (Chabinova et al., 2011).

V dnesni dob jsou stale vice a vicergtlem zajmu Siroké spaleosti. Pro jejich
nutri¢ni vlastnosti se oézajimaji \&dci, ¢i Slechtitelé rostlin. Bhem poslednich deseti
let zajem o antokyany vzrostl po té, co se objegilpké moznosti jejich vyuZiti.
At uz jako pirodni barviva, alternativy pro dobarvovani pokrna v neposledniade
pro jejich antioxidani (inky (He & Giusti, 2010).

3.2.1 Chemicka stavba

Z pohledu chemické stavby, jsou tyto latky odvozewy 2-fenylbenzopyranu
(flavanu), pesrgji 2-fenylbenzopyrilyového (flavyliového) ionu, jeh strukturu
si mizeme prohlédnout na obrazku 3. Tato struktura jgkagova (necukerna)
a oznéuje se jako antokyanidin. Je znamo, Ze tento aatukijn je sodasti glykosid,

které obsahuji jedeti vice sachari@l. Diky hydroxylovym skupindm na aromatickych
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jadrech jsou tyto latky ddb rozpustné ve vaéd etanolu¢i metanolu (Delgado-Vargas
et al., 2000).

Nejcastji zastoupené sacharidy, které se vyskytuji v aydaokch jsou xyl6za,

arabindza, ramndéza, glukdza, galaktéza (EscribaaiBet al., 2004).

Obr. 3 Strukturaantokyanidinu. R— R;: podle navazani glykosidu misto hydroxyl@vénethoxylové
skupiny odvozen typ anthokyanidinu (Castafieda-Qvandl., 2008)

3.2.2 Funkce a vyuziti antokyani

Antokyany v rostlinach zastavaji shodné funkce ji&eonoidy. Funguji nap jako
biologicka ochrana (kyanidin-3-glukosid), antioxitia¢i ochrana pletiv ped @iliSnym
slung&nim swtlem. Vyznamnou roli hraji takétipreprodukci rostlin, neliblakavym
zbarvenim orgain (kvéta, plodi a semen), lakaji opylova, ¢i jiné Sifitele semen. Také
bylo pozorovano, Ze kyanidin-3-glukosid inhibujstrlarev motylk (Helithis viresceng

ktefi napadaiji listy rostliny tabaku (Tsuda et al., 809

Proc¢lovéka je nejzajimagSi jejich antioxid&ni aktivita, neb6 po konzumaci hraji
antokyany dlezitou roli @i prevenci kardiovaskularnich a nadorovych onemintn
¢lovéka (Konczak & Zhang, 2004; Castafieda-Ovando e2@08).
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V minulosti se prokazala jejich schopnost vazdké kovy, jako je Zelezo, zinek
a med’. Pisobi téZ jako induktory enzyirglutation — S — transferdzy (GST) a superoxid

dismutazy (Hosseinian et al., 2008).

3.3 Barevna pSenice

RIS

NejbezrejSim zbarvenim pSenice sef@ificum aestivum2n = 6x =42, BBAADD),
je cervené zbarveni, ale jsou znamy i jiné genotypyueisrozdilné znaky barevnosti.
Napiklad modré, purpurov&i bilé. Takove zbarveni z#&pinuji antokyany, firodni

pigmenty (Trojan et al., 2010).

3.3.1 Historie genetické determinace

Prvnim, kdo popsal fialavzbarvené odidy, byl v roce 1879 Ludwig Witmack.
AvSak par let ped tim (1872/1873) Johan Maria Hildebrandt na svyestach
po vychodni Africe vytval kolekci semen divokych odd barevné pSenice,
kterou poté celou fipdal muzeu zewdélstvi v Berlire. Behem dalSich let pak doslo
ke KiZeni druli, kdy z tetraploidnich odd, které obsahovaly fialovy perikarp (druh
pifivezen z Ethiopie) byly vySleckty hexaploidni odrdy pekdské pSenice.
Modie zbarvené oddy se vyvinuly v prvni polovii 20. stoleti mezidruhovym
kiizenim mezi pSenici a jejimtipuznymi. Rivodné se tato kizeni provadla za &elem

pienosu gei pro odolnost i nemocem, zimci lepSimu vynosu (Zeven, 1991).

V sowasnosti se studie¢thto barevnych odd zangtuji na zvySeni obsahu
anthokyari v obilce kombinovanim odliSnych fialovych (periggia modrych (aleuron)
genotym (Jaafaret al., 2013)

3.3.2 Typy zbarveni

Jak uz bylo dve zmirgno, v dnesni dabmame @zné genotypy pSenicd fiticum

aestivunm odliSujici se zbarvenim obilky.
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3.3.2.1 Zluté zbarveni zrna

V sowasné dob (od roku 2011) mame na naSem trhu registrovany atitidy

se Zlutym zbarvenim endospermu zrna.

Mluvime zde o ozimé odd¢ Citrus a jarni odrdé Luteus, jejichz autorem je
prof. Dr. Wilhelm Jahn — Deesbachénmecky profesor pochazejici z Giessenu.@gr
jako takové se iilis neliSi od¢ervenozrnnych odd. LiSi se pouze Zlgtzbarvenym
endospermem (Martinek & Vyhnanek, 2014).

3.3.2.2 Purpurové zbarveni zrna

Purpurové zbarveni perikarpu zrna (Obr. 4) pochazétraploidni pSenice
T. turgidum, kterd pochazi z Abisské oblasti nachazejici se iopkt Geny
pro toto zbarveni se nazyvafp (purple pericarp). Tyto geny byly lokalizovany
pro australskou oddu Purple Feed na 7BPpl) a na 6A Pp2 dale pak geny
z kanadské Purple na 7Bl a 2A Pp3d (Arbuzova et al.,, 1998; Arbuzova &
Maystrenko, 2000)

Jak uz bylo zmi&no, wtSina antokyai se nachazi v perikarpu zrna, diky tomu

maji otruby vy3si gimeérny obsah antokydn (251 mg kg') nez v celozrnném Srotu
(101mg kg") (Abdel-Aal & Hucl, 1999).

Obr. 4Purpurova pSenice s vysokym obsahem antioxid@tickschloss et al., 2011)
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3.3.2.3 Modré zbarveni zrna

Za modré zbarveni aleuronové vrstvy jsou zoddae genyBa (blue aleurone).
Je nutno dodat, Ze toto zbarveni se do pSenicaldgsimoci vice donér Dle katalogu
genetickych symbdl pSenice rozliSujeme dva geral a Ba2. Bal ktery byl
lokalizovan na dlouhém ramenu chromozomu 4B naslokovaném segmentu
pieneseném do pSeniceElytrigia pontica(Qualset et al., 1983) a vyskytuje se u jarni
pSenice UC66049.Ba2 ktery pochozi z pSenid@riticum boeoticum Boiss.)
(Martinek & Vyhnanek, 2014) lezi na chromozomu 4QfDubcovsky et al., 1996).
Pro studium a weni €chto translokaci na chromozomu jsou nejvhigé&imi metodami
FISH (fluoresceéni in situ hybridizace) a GISH (genomickin situ hybridizace)
(Zheng et al., 2006).

Miroslav Skorpik je jméno nejvice sklované spolu s modrozrnnou p3enici u nas.
Popsal nové modrozrnné varielly, speltavar. mostovoy SkorpikT. speltavar.
cyanospermunskorpik, T. aestivum L var. rodianum Skorpik aT. aestivum Lvar.
kovacikianumSkorpik (Skorpik & Sa3ek, 1980). Dale svym dloetyh vyzkumem
ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v. v. i., B — Ruzyni vySlechtil ozimou
odridu pSenice s nazvem Skorpion (Obr. 5). Ta vrocgél2proSla registkaimi
zkouskami v Rakousku a byla zapsana do Evropskéhaialdgu odid
(Martinek & Vyhnanek, 2014).

Pomoci kapalinové chromatografie (HPLC) byly u noadnnych pSenic zji8hy
¢tyfi hlavni druhy antokyahn delfinidin-3-glukosid (45 %), kyanidin-3-glukosid
(28 %), delfinidin-3-rutinosid (22 %) a kyanidinf@tinosid (2 %). U d&chto slogenin
je znama firozena antioxidéni aktivita (Abdel-Aal et al., 2008).
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Obr. 5Zrno modré pSenicgRickschloss et al., 2011

3.3.2.4 Bilé zbarveni zrna

Toto zbarveni j¢izeno sestavou recesivnich aléll, r-B1 ar-D1. Je také znamo,
Ze tento genotyp mé niZSi obsah fenolickych |&teédré maji htkou piichw’. Dale zde
neni gitomna polyfenol oxidaza, kterd je u adr ¢ervené pSenice uloZena
v povrchovych vrstvach zrna. To v kaéném disledku zgsobuje vysSi vymelnost
mouky, diky¢emuz finélni produkt iiive obsahovat vice vlakniny, minara proteir.
Absence fenolickych latek je kladnym efektem, pEetgrodukt je firozené sladsi,
coz by mohlo mit vyznam v cuksivi. Tyto odédy jsou vice roz$ény do suchych
oblasti. VCeské republice mame registrovanou zatim jedinoticadHeroldo. Bohuzel
je vice nachylna k préstani, coz mize byt jednim zdlvodi, proz u nas neni moc
rozStena (Martinek et al., 2006). Na obrazku 6 je zmgtabzdil v bar¢ bochniki

chleba up&enych z mouky bilé &rvené pSenice.
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Obr. 6Chleba upeeny z celozrnné moukgrvené a bilé pSenidpirevzato z Podhorna, 2010

3.4 Markery

Markery jsou obech pouzivdny p studiu genetické variability. Umdéaji nam
pozorovat alely, které jsoufippmny ve sledovaném vzorku. Prvni, kdo pouzil tyto
metody, byl J. G. Mendel ip svych pokusech na hrachu. Vyuzil zde
tzv. morfologickych marker jako je nap. barva semesi kvéta u hrachu. U jgmene
pak barvu aleuronu, délku osiny, i@dost apod. AvSak morfologické markery maji
jen omezené varianty fenotypa proto nemohou odhalit poZzadovanou genetickou
variabilitu, jako markery DNA (Klumpler, 2006).

Patatkem 60. let 20. stoleti doSlo k objeveni allozyétwo polymorfismu, jinak
fe¢eno izoenzymovych markier Izoenzymy, nazyvameizné formy téhoz enzymu.
Jejich funkci je katalyzovani stejné chemické reakade dsledkem odliSného padi
aminokyselin se jejich primarni struktura li&kterou ze svych vlastnosti (ndbojem,
konformaci atd.). Diky této rozdilné primarni stufe mizeme pozorovat
na elektroforéze tzné rychlou migraci vgelu. A i kdyz tato metoda odhal
jen kédujici useky genomu, byl diky ni vytea katalog 353 kultivar jeémene
(White & Cooke, 1992).

AvSak v sodasné dob se nejvice vyuziva DNA marker Ty hodnoti vlastni
strukturu DNA.  Nejasgji se vyuzivaji pro svou variabilitu, nethomohou
charakterizovat cely genom. Navic jsou velice dpolé, protoZe jejich vlastnosti
zavisi jen na sekvenci DNA. DalSi nespornou vyhopbojejich rychlost determinace.
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Jejich identifikace se po té provadi pomoci metaaekularni biologie jako izolace
DNA, PCR polymerazov&etizova reakce)Sepeni restriknimi enzymy a elektroforéza
(White & Cooke, 1992).

3.4.1 Vyuziti DNA markert

DNA markery jsou zaloZeny na variahil¥ sekvencich DNA neboli polymorfismu.
Nejcastji se vyuziva sekvenci s vysokym polymorfismem,ydilemuz ziskavame
podrobny popis genetické diverzity. Podminkou prdNAD markery je casty,
rovnomerny vyskyt v genomu, tak aby bylo mozné najit magk® co negsrgjSi vazbu
se sledovanym genem. Snadno a rychle se testuikozZlemame Sirokou paletu
moznych tyfi DNA markefi, musime si vzdy ddb rozmyslet, jaky typ bude
nejvhodrjsi podle cile a rozsahu studované problematiky.

3.4.2 Rozdéleni DNA markeri

Rozclujeme markery zaloZzené na hybridizaci se sondoBLFR (Restriction
Fragment Length Polymorphism) a na markery zalozemé”CR: RAPD (Random
Amplified Plymorphic DNA), CAPS (Cleaved AmplifieBolymorphic Sequencces),
SSR (Simple Sequence Repeats), STS (Sequence TegjtrEd SNAP (Single-
Nucleotide Amplified Polymorphism) a dalSi. Hlavinimvyhodami market
zaloZzenych na PCR oproti RFLP je nizSi vychozi kotice DNA, diky amplifikaci
DNA pii PCR. Také zde odpad tzv. Southermpienos a konstrukce sondy, coz nam
vyrazre usnadni obtiznost @&sovou narénost celé analyzy. Vyuzivaji se jako nastroje
k lokalizaci jednotlivych gein cilené selekci ve Sleami pri tvorbé novych odid,

tvorb¢ genetickych map (Klumpler, 2006).
RFLP

Tato metoda je zaloZena na uziti reswikh enzymi. S&penim DNA pomoci
restrikinich enzynd (endonukledzy) dochazi ke tvérlmizného potu odlisré dlouhych
fragmenti S&€pené genomové DNA. Takto se daji odliSit jedincv iAmci druhu.
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Vyhodou RFLP je vyuzivani kodominantniédiknosti, diky které mizeme uit
jedinginy loku. Nevyhodou je dlouh& doba analyzy a takéaje metoda narméjsi,

nez metody zaloZzené na PCR.
RAPD

Tato analyza je zaloZena na uziti PCR, kde se vgjizprimery o délce ifblizné
10 nukleotidi s ndhoda navrZzenou sekvenci, kterou nam navrhne softwaiky D
nizkému poétu nukleotidi daného primeru dochazitlem PCR k nasedani na vice
mistech amplifikované DNA. Pomoci RAPD primeru &aplifikovat ugitého lokusu,
ktery je wtSinou dominantni. Nevyhodou je, Ze pomoci tétooahetnelze rozlisit
dominantniho homozygota od heterozygota (Williaial.¢ 1990).

SSR, STR, Mikrosatelity

SSR (Simple Sequence Repeats)STR (Short Tandem Repeats), nebo take

mikrosatelity jsou kratké motivy o délce dvou aZstBenuklelotich, tandemow

se opakujicich v pitu az Sedesati repetic. Mikrosatelity jsou nakodm také
rovnonerngji rozmisené v genomu. Bkteré geny jsouémito mikrosatelity obklopeny
(SSR) a také tyto geny od sebe &df. Tyto casti sekvenci byly proto navrzeny jako
primery pro amplifikaci SSR lokiis Touto metodou Ize odhalit polymorfizmyrad
genotyp, na zaklad délky produkf. Tyto markery jsou kodominantni st&jjako
vétSina RFLP a mira heterozygotnosti je opravdu vgsékoto mohou byt pouzivany

v mapovani genotna kvalifikaci genetické rozmanitosti (Mitas et, 41995).
STS

STS markery (Sequence Tagged Sites) funguji naciptinznalosti konkrétni
unikatni sekvence DNA v genomu. VyuzZivaji se jakmisob, kterym se mapuje
zkoumany genom (Olson et al., 1989). Jejich velkghodou je rychly a snadnyjieh
celé analyzy (PCR a elektroforéza) a jejich kod@mini charakter. Nevyhodou STS
markefi je jejich obtizné ziskavani, nebge vyzadovana unikatni sekvence DNA

pro navrzeni primér(zmapovani daneho useku genomu DNA) (Klumpler6200
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3.4.3 Vyuziti DNA markert u pSenice

Chao et al. (1989) piSi ve své praci o mapovanomenpsenice pomoci RFLP.
Po roz&peni jaderné DNA restrékimi enzymy vzniklo osmnacti fragmeént
na homolognich skupinach sedmého chromozomu. Pamybcidizainich cDNA (copy
deoxyribonukleova kyselina) sond po te&ilirpiesné pozice nukleotidna ramenech
homolognich chromozoin7A, 7B a 7D (tvorba map). Tyto mapy zahrniijilokusy
kodujici expresi &chto izoenzym: aminopeptidaza Amp-3, endopeptidazaep-J)
ao amylaza ¢-Amy-2), pt lokusi nesoucich geny rezistence proti patdgem;.

Hlavni podstatou Slecti rostlin je vykr vhodnych jeding, ktefi nesou nejlepsi
znaky v potomstvu. AvSak Slechtitelé pracuji sevisamni populaci,citajici i tisice
jedinai. Markery asistovana selekce vysoce zvys#ianbst a efektivitu oproti &nym
Slechtitelskym fistupim. Mnoho zerddélsky vyznamnych vlastnosti jako jsou vynos,
kvalita, ¢i rezistence #¢i chorobam jsou kodovany geny, které jsou zname Jjakusy
pro kvantitativni znak QTL. Maji  kvantitativni  clater  projevu.
Identifikovat tyto projevy pomoci markierzaloZzenych na fenotypu by bylo zcela
nemozné. Proto se k zg#ti pritomnosti takovych genzatalo vyuZivat molekularnich
markefi. Jednim z hlavnich vyuziti molekularnich matkerzentdélském vyzkumu
byla tvorba vazebnych map. Pomociécito map identifikujeme mista
na chromozomech, které obsahuji zajmové geny, kdfidpjojevy jednotlivych gein
¢i QTL.

Parker & Langridge (2000) ve své préaci uvadénEnu kodominantnich AFLP
markefi pro hlavni lokusy kodujici barvu endospermu v saéehexaploidni pSenici,
do sekvence STS markeikteré se daji vyuzit pro markery asistovanouksei@MAS).
Dva alelické produkty AFLP byly klonovany a sekveaoy. Tyto primery
se amplifikovaly jen u populaci, které nesly znasiglicovskeé linie ,Schomburgk® a tak
se vyuzilo &chto poznati k vytvoreni populanich map, podle kterych se da odvodit
pocatek tzv. ,zluté" alely. | na tomtoffkladu se da daie demonstrovat Siroké vyuZziti
molekularnich markér

28



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Experimentalni material

Rostlinny materidl pro experiment byl poskytnut Zemsdélského vyzkumného
Gstavu KromdtiZz, s. r. 0. a obsahovatinact nestandar@nzbarvenych genotyp
K dispozici byly genotypy jak jarni, tak ozimé p&sns obilkami modré a bilé barvy.
Prehled genotyp a pracovnichc¢isel uvadi tabulka 1. Jako pozitivni kontroly
pro jednotlivé Glu—-3 alely byly pouzity odidy ChineseSpring Glu-A3g, Gabo
(Glu-A3b, Gawain Glu-A39, Abbodanza Glu-A3d, Liocorno Glu-A39, Apostle
(Glu-A3j) a Glenlea Glu-A39, ktera byly poskytnuty Genovou bankou Vyzkumného

astavu rostlinné vyroby Praha — Ruzyn

Tab. 1Prehled genotyp Triticum aestivum pouzitych pro analyzy

Cislo Prehled genotypi Barva Oznateni polozky
vzorku Triticum aestivum obilky Typ v evidenci
genovych zdroji
1 Novosibirskaja 6 {N67) bila j&ina | 01C0202808
14 uC66049 modra jdina | 01C0205100

15 Tschermaks Blaukorniger,  modré j&ina | 01C0205098
Sommerweizen

16 Tschermaks Blaukorniger,  modré jdina | K-46708

17 48M modra ozim| *

18 Skorpion(RU 440-6 modra ozim | 01C0106994
19 RU 440-5 modra ozim| *

20 Barevna 9 modra ozim| 01C0106098
21 Barevna 25 modra ozim| 01C0106102
22 Xiao Yian modra jdina | K-65029

23 EF 02-54/9 modra ozim| *

24 H 90-15-2 modra ozim| *

25 Heroldo bila ozim | 01C0106728

Vyswtlivky: ¢ervena — cisla dle EVIGEZ(VURV Prahd, modra —cisla dle Genetic Resources
Information System for Wheat and Tritic&&IMMYT), * — neni znamggedna se odidy a genové zdroje
zarazené do kolekce Ing. Petrem Martinkem, @Sgrotest fyto, s.r.g.
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4.2 Metodika

Vlastni molekulara biologické analyzy tvisly tyto kroky:

» Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentracéistoty vyizolované DNA.
» Priprava reaénich sngsi pro PCR.

» Priprava agar6zového gelu.

» Elektroforeticka separace a vizualizace vysledmrchiukti PCR.

* Vyhodnoceni vysledk

4.2.1 Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentrace a ¢istoty vyizolované DNA

Genotypy byly vysety na Petriho misky, na fitind papir. Po 5 az 7 dnech byly
odebrany vzorky DNA po 100 mg z &hich rostlin Triticum aestivuma to vzdy
do dvou zkumavek a poté byly ulozeny do hlubokorciap boxu pi teplo€ -70 °C.
Po té byla DNA extrahovana pomoci kitu DNeasy Plsimi Kit (Qiagen) podle
piislusSného navodu (Qiagen, 2012)

Pomoci pistroje Picodrop Spectrometr (Picodrop) bylo prered ngieni
koncentrace extrahované DNA (mg/ul) a zarotake jejicistota. Po vyhodnoceni bylo

usouzeno, Ze natfené hodnoty byly dostateé pro provedeni analyz.

4.2.2 Priprava reak¢énich smési pro PCR

Pro detekci alel na lokusGlu-A3 jsme pouZili aleloy specifické STS markery,
zaloZené na jednonukleotidovych polymorfizmechréteyly navrzeny podle Wang et
al. (2010).

Primery, které jsme pouzilyfpanalyze, jsou uvedeny v tabulce 2. K identifikaci
alel na lokusectina a Pinb, které maji kodominantni charakter a koduji gengdadsti
obilky (puroindolin a,puroindolin B jsme pouzili specifické STS markery podle Huang
& Brllé-Babel (2011) (Tab. 3).

K identifikaci nulovych alel prdWaxygeny pSenice jsme pouZili specifické primery
podle Vanzetti et al. (2009) (Tab. 4).
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Reakni smés pro PCR jsme fjpravili postupnym pgdavanim jednotlivych

chemikdlii do mikrozkumavky podle protokolu (Tab). 3/znikly mastermix jsme

po té rozpipetovali do mikrozkumavek pro PCR vzdy2d pl a naslednjsme gidali

1 pl predem vyizolované templatovée DNA daného genotypu.pBtivém uzaveni

mikrozkumavek jsme takto fipravené sresi

vlozili

do jamek termocykleru

T3 (Biometra), kde byl ij@dnastaven program gigluSnym teplotnim atasovym

profilem:

* ProGlu-A3 5 min 94 °C, poté 38 cyklpo 35 sekundachtip94 °C, 35
sekund pi 60 °C a 90 sekundip72 °C, zaérecné prodlouzeni 8 minip

72 °C.

 ProPina, Pinb 5 min 94 °C, poté 35 cyklpo 30 sekundachtip95 °C, 30
sekund p 60 °C a 90 sekundip72 °C, za¥recné prodlouzeni 10 minip

72 °C.

* ProWaxygeny: 2 min 94 °C, poté 33 cykpo 1 min pi 94 °C, 2 min pi
54°Ca2minfp 72 °C.

Tab. 2Alelow specifické PCR markery pro identifikaci Glu-A3 (Wat al., 2010)

Set primeri Sekvence (5- 3) C;illgl\;é VeIikos(tb?)r)oduktu
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SAIR GGTTGTTGTTGTTGCAGCA 2 °29
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA
SAZ2R GCTGTGCTTGGATGATACTCTA o 894
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA3R GTGGCTGTTGTGAAAACGA ae >73
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA
SA4R TGGGGTTGGGAGACACATA d %07
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA5R GGCACAGACGAGGAAGGTT © 158
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG f 552
SAGR GCTGCTGCTGCTGTGTAAA
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG
SA7TR AAACAACGGTGATCCAACTAA J 1345
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Tab. 3Primery a velikost jejich produktpro analyzu lokusu Pina a Pinb (Huang & Brilé, 2p1

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

Tab. 4Primery a jejich sekvence pouzité pro analyzu laRi¥axygeni (Vanzetti et al., 2009)

Nazev

Amplifikovany

i Sekvence

primeru lokus
HAF AAGAGCAACTACCAGT WAL Wx-BL
#4R TCGTACCCGTCGATGAAGTCGA @ Wx-D1

Tab. 5Slozeni mastermixu (slozeni pro jedenu reakci)

Slozky reakce MnozZstvi (ul)
deionizovana kKD 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (z&inajici — F) 1
primer (korgici — R) 1
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4.2.3 Priprava agaro6zového gelu

Separace na gelu je zaloZzena na principu &ozdni molekul podle jejich
pohyblivosti v elektrickém poli na zakladnolekulové hmotnosti separované latky.
Analyzy alelovych varianGlu-A3 Pina/b a nulovych aleM/axygeni byly provedeny
na 1 % agar6zovém gelu,figraveném podle néasledujiciho postupu: 1891 ml
destilované vody bylo smichano s 38 ml 50x TAE puyfrisacetatovy pufr). Z roztoku
bylo odlito cca 270 ml do lahve &igano 2,8 g agar6zy odvazené na analytickych
vahach. Vznikla sis byla promichana a zawmana v mikrovinné troubaz k varu.
Mezitim byla sestavena v#&Ra pro nalévani gelu, spél® s hfebenem, slouzicim
ke tvork® jamek pro vzorky DNA. Po poveni agardzy s roztokem pufru a nasledném
zchlazeni byly fidany 2 pl ethidium bromidu. Taktofipraveny roztok byl felit
do sestavené vaiky a po odstraini bublin cca 20 minut tuhnul v dige&tdPo vyjmuti
hiebenu ze ztuhlého gelu byla vém penesena do elektroforetické vany a zalita
zbytkem n&ediného TAE pufru. Gel byl fipraven pro nanaSeni vzdrkJednotlivé
slozky pro pipravu gelu jsou shrnuty v tabulce 6.

Tab. 6Komponenty profipravu 1 % agardézového gelu

Chemikalie Z&sobni koncentrace| PouZité mnozZstvi
Agardza (Serva, USA) - 2,89

TAE pufr 50x 38 ml
Destilovana voda - 1891 ml
Ethidium bromid (Serva, USA) 10 mg/ml 2 ul

4.2.4 Elektroforeticka separace a vizualizace vyslednych produkti PCR

Separace PCR produkisme provedli na horizontélni elektroforéze v éyst
Agagel Maxi (Biometra, GE). Amplifikované vzorkynje rozpipetovali po 20 pl
do gelu, zalitého pufrem. Po té jsme elektrofoketic vanu zakryli bezg@ostnim
krytem a aparaturu jsmeipojili ke zdroji stejnosmirného napti Minicell Power Pack
P20 od firmy Biometra. Nasledna separace probipialaapsti cca 70 — 80 V, po dobu

jedné az dvou hodin.
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Po jedné az dvou hodinach jsme ulitinseparaci, soustavu odpojili od proudu
a gel jsme vyjmuli i s vatkou z pufru. Vizualizaci vyslednych produkisme provedli
pomoci kamery pod UV lampou v transiluminatoru &kiolet (UltraLum Inc.).
Zaznamenani obrazu jsme provedli pomoci softwaroviadanécernobilé kamery
CCTV (Panasonic, USA).

4.2.5 Vyhodnoceni vysledki

Produkty amplifikace, vizualizované na agarézovémlugjsme porovnavali
s velikostnimi markery. Pouzili jsme 100 bp DNA dad (Promega) a pBR322 DNA
Haell (ABgene).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Nizkomolekularni gluteniny

V pSentném endospermu jsoufipmny zasobni bilkoviny, které zde maji
nezastupitelnou funkci. Tyto bilkoviny seélidna gliadiny a gluteniny. Gluteninydme
podle pohyblivosti v SDS-PAGE (dodecylsiran sodny pelyakrylamidovy gel)
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu navysokoekalarni  (HMW-GS)
a nizkomolekularni (LMW-GS) (Stiasna et al., 2014).

Jsou navzajem poutany disulfidickymi vazbami, didgmuz utvéi polymerni
strukturu. B kontaktu s vodou gluteniny spolu s gliadiny tivdepek. Pordrem
bilkovin v lepku ziskavame jeditieé vlastnosti taznosti a pruznosti (elasticity)
pSenéné mouky. HMW-GS jsou zastoupenyilgzné 10 % z celkového mnozstvi
zasobnich protein LMW-GS tvai asi 1/3 z celkového mnoZzstvi zasobnich prdtein
LMW-GS jsou umisiny na Glu-3 lokusu, na kratkych ramenech chromoziom
1A, 1B, a 1D. Alelické kombinace gluteninovych pedijotek maji pak fiimy vliv

na technologickou kvalitu pSeni¢@ranlard et al., 2001)

Doposud bylo identifikovdno dvacetianych alel pro tyto proteiny. Pro lokus
Glu-A3 jich je sedm &, b, c, d, e, f, g dewt pro Glu-B3 (a, b, ¢, d, e, f, g, h)i
a pro lokusGlu-D3 jich mamepét (a, b, ¢, da €. Pomoci sedmi specifickych STS
markeii navrzenych podle (Wang et al. 2010) jsme zkoumdalovou skladbu lokusu
Glu-A3v kolekci tinacti genotyj pSenice s modrym a bilym zbarvenim obilky. Kazda
alela byla detekovana na gelu sgokes kontrolnim vzorkem. Pr@lu-A3ajsme zvolili
kontrolni odiidu Chinese Spring, ktera fta produkt o velikosti 529 bp. Dale to byla
kontrolni odfida Gabo (proGlu-A3b s velikosti produktu 892 bp, Abbodanza
(Glu-A3d 967 bp, LiocornoGlu-A39 158 bp a ApostleGlu-A3f) o velikosti 552 bp.
Pozitivni kontrola GlenleaGlu-A3g amplifikovala produkt 1345 bp dlouhy. Alelu
Glu-A3c jsme detekovali pomoci spéleho markeru proGlu-A3a a Glu-A3c
odlisitelného pomoci kontroly Gawain s velikostbguktu 573 bp.

Detekované alely wthto tinacti genotyg jsou shrnuty v tabulce 7. NejostnsjSi
vyskyt jsme zaznamenali u aleGiu-A3f (Obr. 7). Mér casty vyskyt byl pozorovan
u alelGlu-A3ca Glu-A3d.Alely Glu-A3a Glu-A3h Glu-A3ea Glu-A3g(Obr. 8)nebyly

35



vibec detekovany. Branlard et al. (2003) ve své pp&adorovali u francouzskych
genotyp jako nefastji se vyskytujici aleluGlu-A3g stejré jako uceskych a africkych
v paadi alela Glu-A3d
(Bradova & Stokova, 2010; Bellil et al., 2012). Zhang et al. (2Pluvadi,

Ze gitomnost alel Glu-A3a, A3c, A3da A3f ma pozitivni efekt na odporédta.

odrid, kde byla detekovana jako druha dasgjSi

Na zéklad téchto poznatik hodnotime nami testované genotypy, jako vhodnyerét
vykazujici potencial dobré peiské kvality.

Genotypy vykazovaly ffgvaz homozygotni formy genu, byly vSak pozorovany
i formy heteromozygotni. A to ve dvouipadech uodid UC66049 a 48M. Zde by
bylo vhodné provézt doplijici analyzu, neltdneni jisté,éi se jedna o heterozygotni
projev genu, nebo jen orfimés v materialu. Jelikoz se jedna o genové zdrolgerych
nejsou pozadavky néstotu tak vysoké, provétb se hodnoceni na zakkadenotypu

resp. podle vyrovnanosti porostu.

Tab. 7Seznam pouzitych genofypSenice a jejich alelicka skladba pro Glu-A3

Genotyp Barva Vysledna alela
Novosibirskaja 67 bila Glu-A3f
UC66049 modra Glu-A3d/f
Tschermaks Blaukérniger Sommerweizen modra  Glu-A3d
Tschermaks Blaukdrniger modra ND
48M modra Glu-A3c/f
Skorpion (RU 440-6) modra ND
RU 440-5 modra Glu-A3f
Barevna 9 modra Glu-A3f
Barevna 25 modra Glu-A3f
Xiao Yian modra Glu-A3f
EF 02-54/9 modra Glu-A3c
H 90-15-2 modra Glu-A3d
Heroldo bila Glu-A3d

Vyswtlivky: ND — nebylo detekovano, / - detekovany alely

36




14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21 22, 23. 24, 25. Ak K

D o w—— —— I G D SIS — . —<— 552bp

Obr. 7PCR produkty ziskané pomoci markeru Glu-A3f

Vyswtlivky: 14, — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukérnigmmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukoérniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44038, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12£,— Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, K. — Kotdro
(Apostle), Sipka ozraje velikost pislusného produktu.

14. 18, 16, 17, 18, 19 200020 B2an | 130 A e K

— ——1345 bp

Obr. 8PCR produkty ziskané pomoci markeru Glu-A3g

Vyswtlivky: 14, — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukérniggmmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukoérniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44038, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12£.,— Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, K. — Kotdro
(Glenlea), , Sipka ozraje velikost pislusného produktu.

5.2 Markery tvrdosti obilky

Tvrdost obilky je jednim z nejvice ubbzZitych ukazatél kvality u pSenice
Je to vyznamna vlastnost p&8meho zrna, kterd se vztahuje na kvalitu mletitdm
a p&eni tsta. Skrobové zrna v endospermu obilky jsou vazamgtiinymi molekulami
puroindolinu, dikyéemuz vykazuji rozdilnou tvrdost zrna. Gaines e{(2000) zjistili,

Ze ,mekké" pSenice maji vysoky obsah amylézy ve vazliuky a maly obsah Skrobu.

Mouka z tvrdé pSenice je nejvhagii pro p€eni chleba a mouka zakké pSenice
je negastji uzivana k peéeni kol&u, peiva a susenek. Tuto tvrdost primémaji¥uje
komplex nazyvanyHa lokus, ktery je tvéen t¥emi, Uzce vazanymi genyGsp-1
PinaaPinb. PSenice obsahuje dva typy profein puroindolin a Pina)
a puroindolin b Rinb) (Chen et al., 2007).

Pricemz genyPina aPinb jsou hlavnimi genetickymi faktory tvrdosti zrraina-D1

a Pinb-D1 byly lokalizovany v distalni oblasti chromozomu .50Sechny odidy

tzv. ,tvrdych* pSenic maji sekveéni mutaci na jednom 2d¢hto geri, coz ma

za nasledek z#mu tvrdosti zrna. V saiasné dob zndme dest alel pro Pina
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a sedmnact alel prBinb. Velké mnozstvi noy identifikovanych alel bylo pozorovano
u ¢inskych krajovych odid. V Evrog a Severni Americe byly popsamma a Pinb

alely u tvrdych pSenicRina-D1b, Pinb-D1b, Pinb-D1c, Pinb-D)ldJe znamo mnoho
metod pro stanoveni jednonukleotidového polymortiz(BNP). \&tSina je zaloZena
na ligaci primeru specifického pro danou alelu

(Huang & Brialé-Babel, 2011).

oligonukleotidu a vytweni

Pti naSich analyzach jsme se z#ili na rozliSeni alel lokus Pina a Pinb pomoci
primerovych kombinaci. STS1-9 pro aleRina a 4 SNP primery pro alel®inb
Podle dlanku
od Huang & Brdlé Babel (2011) jsme ziskali vysledkieré jsou uvedeny v tabulce 8.

s odlisSnymi  velikostmi  produlit metodiky  uvedené
Pfi detekciPina jsme analyzovali dvalely pro kazdy genotyp. Zde jsme detekovali
piitomnost pouz®ina-Dl1a(Tab. 8) (Obr. 9). B analyzePinb jsme detekovaliit alely
zeétyt pouzitych v naSem experimentRifb-D1a, ba d) (Tab. 8) (Obr. 10) (Obr. 11).
Pinb-D1la byl detekovan u 23 %Pinb-D1b u (38 %) aPinb-D1d u 23 %. Alela
Pinb D1cnebyla detekovanaibec. Konstatujeme, Ze vSechny genotypy ve studované

souboru vykazovali fenotyp ,tvrdého” zrna.

Tab. 8Seznam pouzitych genofypSenice a jejich alelicka skladba pro Pina a Pinb

Genotyp Ba_rva Alelické skladbg
obilky Pina Pinb

Novosibirskaja 67 bila ND ND
UC66049 modrg Pina-Dla Pinb-D1b
Tschermaks Blaukdrniger Sommerweizen  modréPina-Dl1a Pinb-D1b
Tschermaks Blaukdrniger modra Pina-Dla Pinb-D1b
48M modra| Pina-Dla Pinb-Dla
Skorpion (RU 440-6) modra Pina-Dla Pinb-D1d
RU 440-5 modrd Pina-Dla Pinb-D1d
Barevna 9 modra Pina-Dla Pinb-D1b
Barevna 25 modra Pina-Dla Pinb-D1b
Xiao Yian modrd Pina-Dla Pinb-Dla
EF 02-54/9 modra Pina-Dla Pinb-D1b
H 90-15-2 modrd Pina-Dla Pinb-Dla
Heroldo bila Pina-Dla Pinb-D1d

Vyswitlivky: ND — nebylo detekovano
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Obr. 9PCR produkty Pina-Dl1a

Vyswtlivky: 14, — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukérnigg@mmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukoérniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44038, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12%&.,— Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, M — velikds
marker, , Sipka oznaje velikost pisluSného produktu.

M 415 16 7. 18 19 0. 21 2233 2435 1 M

T S . S—— N— e e QW weses QD S -:—lAZpr;
T e m — L —— Rl . - 32bp
i ¥ i B

Obr. 10PCR produkty Pinb-D1a (423 bp) a Pinb-D1b (232 bp)

Vysetlivky: 14. — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukdrnig@mmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukdrniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44048, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12%&.,— Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, M — velikds
marker, Sipky ozraiji velikost gislusnych produkit

—— G S - N - A S ~— 236 bp

Obr. 11PCR produkty Pinb-Da (236 bp) a Pinb-Dd (423 bp)

Vyswtlivky: 14, — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukérnigg@mmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukoérniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44038, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12%&.,— Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, M — velikds
marker, Sipky ozraji velikost gislusnych produkit

U genotypu Novosibirskaja 67 jsme nedetekovalineaBCR produkty a to ani
pii opakovani analyz (pro kazdou variantu minindatii opakovani). To je nejspiSe
zagicinéno mutaci v lokusu pro nasedani prilm@becnych prd?ina-D1 aPinb-D1
(Tab. 8). Tyto mutace jsou jednotlivspojeny s tvrdosti obilky, avSak nevime,
jestli miZe mutace u obou loktigvrdost obilky zvySitgi snizit (Tranquilli et al., 2002).
A tak tento genotyp bude podroben dalSimu studiu.
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Znalost genetické determinace lokugina a Pinb v pSenici s nestandardnim
zbarvenim by mohla byt vyuzitafipmarkery asistované selekci ve Slechtitelskych

programech. Nehb struktura endospermu nam ukazuje rozdily mezi cstadymi

genotypy.

5.3 Detekce nulovych alel Waxy gent

Skrob je jednou z hlavnich sloZek p&edi mouky. Jeho obsah a chemické sloZzeni
maji vliv na kvalitu produkt, které se z pSetné mouky vyrdbi. Zodpa@dnym
enzymem za biosyntézu amylozy je syntaza vazanaolekwlach Skrobu (GBBS)
¢i voskovy protein. U pSenice jsou znaniygeny, které koduji GBBS. Jsou Wex-Al,
Wx-D1 a Wx-B1 jenZz jsou lokalizovany na chromozomech 7A, 7D a 4Av
Waxygeni je zn&ny z hlediska technologické kvality, nebdiky zvySovani pogru
mezi amylézou a amylopektinem dochazi téz k zvysbwanozstvi a kvality Skrobu

v endospermu (Yamamori & Quynh, 2000).

V souwasné dob doslo kidentifikaci prozere se vyskytujicich mutaci,
tzv. nulovych alel, diky¢emuz doSlo ke ztrétjedné ¢i vice GBBS izoforem.
Pritomnosti jedn&i dvou forem GBBS vedou k zé&w, Ze klesne obsah amylézy
u pSenice. Tyto pSenice jsou poté nazyvadgsi€né voskove“. Genotypy sedmi
nulovymi alelami obsahuji Skrob slozeny pouze zlapgktinu. Tyto voskové pSenice
pak nachazi uplatni pi vyrobé nekterych asijskych pokrin ¢i pii vyrobeé
modifikovanych potravingkych Skrol (Graybosch, 1998).

NejvétsSi vliv na obsah amylézy a kvalitu byl pozorovamutantt Wx-B1, potom
Wx-D1a nakone®Vx-Al(Yamamoria & Quynh, 2000).

V naSi praci jsme se za&fli na detekci vyskytu nulovych al&axygen Wx-B1,
Wx-D1 a Wx-Al.Pomoci primet #4F a #4R navrZzenych podle (McLauchlan et al.,
2001).

Pouzité primery byly navrzeny k amplifikad¢i fragmentt GBSS gefi A, B a D.
Fragment D rdl velikost 299 bp a byl nejdelSi. Fragment A bylestt velky a jeho
velikost byla 257 bp. NejkratSi byl fragment B dikesti 227 bp (Tab. 9). Zdihacti

testovanych genotyppouze ti (13 %) vykazovaly projev nulové alely, a\téx-B1
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Jmenovi¢ Tschermaks Blaukodrniger Sommerweizen,
a Barevna 9 (Obr. 12). AlelWx-Ala Wx-D1 byly pritomny v celé kolekci (Tab. 9).
V souboru 103 argentinskych genaiypSenice vykazovalofftomnost nulové alely

v lokusuWx-A124 % vzorki (Vanzetti et al. 2009).

TschermalkaukBrniger,

Tab. 9 Seznam pouzitych gendtydenice a jejich alelicka skladba pro Wx-B1, WxeDd/x-Al

Velikost produktu

Genotyp SST\S Wx-D1 | Wx-AL | Wx-B1

299 bp | 257 bp | 227 bp
Novosibirskaja 67 bila + + +
UC66049 modra + + +
Tschermaks Blaukdrniger Sommerweizen modra
Tschermaks Blaukorniger modré + + -
48M modra + + +
Skorpion (RU 440-6) modra + + +
RU 440-5 modra + + +
Barevna 9 modra + + -
Barevna 25 modra + + n
Xiao Yian modra + + +
EF 02-54/9 modra + n +
H 90-15-2 modra + + +
Heroldo bila + + +
Vyskyt nulové alely [%] 0 0 13

Vyswitlivky: + p/itomnost produktu

, - absence produktu

41




S L | R e B

- e -

Obr. 12PCR produkty Wx-Al, Wx-B1 a Wx-D1

Vyswtlivky: 14, — UC66049, 15. — Tschermaks Blaukérnigg@mmerweizen, 16. — Tschermaks
Blaukoérniger, 17. — 48M, 18. — Skorpion (RU 44038, — RU 440-5, 20. — Barevna 9, 21. — Barevna 25,
22. — Xiao Yian, 23. — EF 02-54/9, 24. — H 90-12%2, — Heroldo, 1. — Novosibirskaja 67, Sipky ukazu
velikost gislusnych produkit

Vysledky alelWx-D1byly shodné s naSimi a u alalyx-B1byly vysledky podobné.
U iranskych genotyipbyl vyskyt nulové alely v lokusWx-B1mensi (4,2 %) (Khaniani
et al., 2012).

Projev nulové alely zavisi na geografickéfivpdu daného genotypu. Nulova alela
A je c¢astji piitomna v genotypech pochazejicich z Turecka. Opmotiu genotypy
pochazejici z Koreje, Japonska a Austraéistji nesou nulovou alelWx-B1.Nulova

alelaWx-D1je velmi vzacna (Urbano et al., 2002).

PSenice obsahujici Skrob vznikly deficiewix-B1 vykazuje odlisné funkni
vlastnosti lepivosti Skrobu (Hansen et al., 20IDyto genotypy by mohli mit SirSi
vyuziti v asijskych zemich v produkci specialnich ypit nudli
nag. ,udon“ nebo ,ramen” (Nagao, 1996).
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6 ZAVER
Jiz od rané historie lidstva, je pSenice neodnsisiitu sodasti lidské vyzivy.
V dnesni dob zainaji byt vyuzivany odidy pSenice, které maji odliSné zbarveni

obilky. Frislibem do budoucna jeredevSim pstovani échto odfid pro vyzivucloveéka,
zejména diky jejich kladnym¢inkam na lidsky organismus.

Veskeré experimenty probihaly v labotatmolekularni biologie Ustavu biologie
rostlin Agronomické fakulty Mendelovy univerzityBrné a @i vypracovani bakatgké
prace byly vyuzity metody molekularni biologie, gaje napiklad izolace genomové
DNA a detekce polymorfizmu DNA na zakkackakce PCR.

Prace byla zagfena na vyzkum alelové variabilty LMW-GS lokusu
Glu-A3pomoci STS markér detekci Pina a Pinb geni pro tvrdost obilky a také
na studium vyskytu nulovych alel zodgowmych za tvorbuwWaxy proteini v kolekci
jedenacti genotylpo modré a dvou genotypbilé pSenice s nestandardnim zbarvenim
obilky.

Pfi studiu alelové variability LMW-GS lokuslu-A3 byla zjis€na frekvence
vyskytu jednotlivych alel, mezi kterymiig@vazovala Glu-A3f (39 %), jmenovi
Novosibirskaja 67, RU 440-5, Barevna 9, Barevni @0 Yian. Nasleda alely
Glu-A3c (8 %) EF 02-54/9 &Glu-A3d (15 %), gesrgji pak H 90-15-2 a Heroldo
U genotyi UC66049 a 48M byly pozorovany élwarianty alel. U UC66049 to byla
variantaGlu-A3d/fa u 48MGlu-A3c/f. Davoda se zde nabizi¢kolik. Bud’ se jedna
o heterozygotni projevy genu, neboitns v testovaném materialu. Proto by zde byly
vhodné doplujici analyzy pro ugesreni vysledki. Tyto alely Glu-A3c, Glu-a3d
aGlu-A3f) zvysuji potencial pekarenské kvality, a protoujstestované genotypy

moznymi zdroji pi vyvoji novych odfid.

Experiment, ve kterém jsme detekovdiitpmnostPina a Pinb geni odhalil vyskyt
vSech forem gahkromé Pinb-D1c. U vSech genotylp s vyjimkou Novosibirskaja 67
(zaddny PCR produkt u vSech variant) byla odhaled#omnost varianty genu
Pina-D1la. Lokus Pinb obsahoval varianty genBinb-D1a (23 %), Pinb-D1b (46 %)
aPinb-D1d (23 %). Znalosti genetické determinadeina a Pinb gemi u pSenice
s nestandardnim zbarvenim obilky by mohly byt viyupii markery asistované selekci
pii Slech&ni pro pekérenskéaly.
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Studie zamsfena na detekci nulovych aléVaxygeni, kodujicich tvorbu amylézy
a amylopektinu v endospermu obilky prokazala, atiseroto genu na lokuswx-B1
u tfi analyzovanych genotyp Jmenovié Tschermaks Blaukdrniger Sommerweizen,
Tschermaks Blaukdrniger a Barevna 9. Tyto genofigoy potencialnimi kandidaty
pro dalSi Slechtitelské ¢aly, zejména pro asijsky trh, kde je o takovy tyfemice

zvySeny zajem.

Obecrt Ize konstatovat, Ze hodnoceny material prokadzgimaaé vlastnosti
v ramci hodnocenych znaka proto je vhodny do tazeni Slechtitelskych progrdam
Dale je poteba poukazat na uziteost aplikace PCR v institucich, zabyvajicich

se Slechinim pSenice.

Zawrem bych rad dodal, Zze vSechny mé zkuSenosti natyiém vypracovani

bakal&ské prace bych ctitvyuzit pri zpracovani prace diplomové.
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