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ABSTRAKT

Aplikace molekularnich markeri u pSenice s nestandardnim

zbarvenim obilky

V poslednich desetiletich se vyznamné zvySuje zdjem o pSenice s nestandardnim
zbarvenim obilky. Zvlasté pro jejich zdravotni benefity spojené s antokyany, barvivy
obsazenymi v obalovych vrstvach obilky, které maji antioxida¢ni Gc¢inky. Z kolekce
zbarvenim obilky: ¢trnact s modrym aleuronem, tii se zlutym endospermem, a jedna
s Cervenym (standardnim) zbarvenim obilky jako kontrola, u kterych probéhla série
analyz zalozenych na PCR pro detekci nulové alely Waxy genu, gluteninového lokusu
Glu-A3 a puroindolinovych gent tvrdosti obilky. Tyto parametry jsou vyznamnymi
ukazateli kvality pSenice. U vSech genotypi byla detekovana pfitomnost alely
Pina-Dla/b a u né&kterych Pinb-Dla/c/d. Podle zastoupeni téchto alel by mély
analyzované pSenice patiit do tzv. ,,hardness pSenic, vhodnych pro pekarenské tcely.
Identifikovali jsme jeden material (V1-104-15), tzv. waxy genotyp S piitomnosti
nulovych alel ve Waxy genu. Podobné linie jsou Vv Asii vyuzivany K piipravé téstovin.
V lokusu Glu-A3 byla detekovana alela Glu-A3d u vsech testovanych genotypt. Spolu
sni byla u nékterych genotypt nalezena alela Glu-A3f, ktera ma pozitivni vliv na

kvalitu tésta, zejména na taznost. Vysledky budou vyuzity pro dalsi Slechtitelskou praci.

Kli¢ova slova: T. aestivum L., modry aleuron, PCR, Glu-A3, purinoindolin, Waxy geny



ABSTRACT

Application of molecular markers in wheat with non-standard

discoloration of caryopsis

In recent decades the interest of wheat with non-standard discoloration of caryopsis has
increased, because of its positive impacts on health. The pigments anthocyanins, which
are included in the protective layer of grain, have antioxidant effects. A group
of genotypes from Agrotest fyto Ltd. Kromé&tiz was chosen which consisted of eighteen
samples of wheat with non-standard discoloration of caryopsis. Fourteen samples were
blue (aleuron), tree yellow (endosperm) and one sample had a red (pericarp). By these
samples PCR-based analyses were performed to detect the Waxy gene zero allele,
the Glu-A3 glutenin locus and the hardness of grain by puroindoline genes. These
parameters are significant indicators of wheat quality. By all genotypes the presence
of allele Pina-D1a/b was detected and by a few the allele Pinb-D1a/c/d. These detected
alleles, which are included in the analyzed wheat, should be sorted to the ,hardness*
wheats because they are suitable for baking purposes. The identified material
(V1-104-15), a so-called waxy genotype, was positive in the presence of all three zero
alleles in the Waxy gene. Similar lines were used in Asia for the preparation of pastas.
At the locus Glu-A3, the Glu-A3d allele was detected in all tested genotypes. Along
with this, Glu-A3f was founded in some genotypes. These alleles have a positive effect
on dough quality, especially on ductility. The results will be used for further breeding

work.

Key words: T. aestivum L., blue aleuron, PCR, Glu-A3, purinoindoline, Waxy genes
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1 UVOD

PSenice seta (Triticum aestivum L.), spolu s cukrovou titinou, kukufici a ryzi patii
Kk nejpéstovanéjsim plodinam na svété. Tvoii zaklad stravy pro vice nez tfetinu lidstva a
u nas je dokonce nejpéstovangjsi obilovinou. Vyuziti ma Siroké. At uz jako krmivo pro
hospodaiska zvirata, nebo také ve zpracovatelském priamyslu. Vyrabi se z ni totiz Skrob,
lih a pfedevsim K vyrob¢ nejriznéjsich pecivarenskych vyrobki, nebot’ nase stravovaci
navyky jsou do znacné miry zavislé na spotieb¢ peciva z bilé pSenicné mouky.

Odriudy psSenice péstované v konvenénim zemédelstvi jsou typické svym Cervenym
zbarvenim. V soucasnosti se vénuje pozornost i genotypim psenice, které jsou svym
zbarvenim obilek vyrazné odlisné a do popiedi se dostavaji diky schopnosti syntetizovat
antokyany. Pomérné nové jsou zavadény pSenice s purpurovym perikarpem, modrym
aleuronem a zlutym endospermem ¢i bilou obilkou. Karotenoidy (ptedevsim lutein) jsou
zodpovédné za Zluté zbarveni endospermu, antokyany zpusobuji modré a purpurové
zbarveni. Pro bilé zbarveni je pak charakteristické minimdlni, ¢i nulové mnozstvi
zminénych barviv.

Antokyany patii mezi flavonoidy, coz jsou rostlinné sekundarni metabolity. Podle
druhu zbarvuji rizné organy do oranzové, Cervené, fialové a modré barvy. Ruzné
zbarveni kvétl naptiklad hraje diileZitou roli v pfildkani hmyzich opylovaci, u jinych
organli pak toto zbarveni muze obecné mit Glohu v odolnosti vii¢i stresu, vcetné
naptiklad odolnosti k houbovym chorobam. Odlisné zbarvené zrno pSenice muze byt
povazovano za tzv. ,,funkéni potravinu“ diky zvySenému mnozstvi antioxida¢nich latek.
Antioxidanty pisobi preventivné proti chorobam vyvolanym oxidativnim stresem. Sem
se fadi nemoci kardiovaskularni, neurodegenerativni ¢i nékteré typy rakoviny.

K predikci kvality a uzitkovosti pSenice se mimo jiné vyuziva molekularnich
markert. Diky témto technikam molekularni biologie, miizeme pozorovat v genotypech
alelickou variabilitu, pfitomnost ¢i nepfitomnost sledovanych genti, coz ma poté dopad
na vybér jedincti pro kiizeni a selekci v potomstvu.

Cilem diplomové prace bylo provedeni DNA analyz pro detekci vyznamnych genti
(markerd), urlujicich kvalitu pSenice v kolekci osmnacti vzorkii pSenice

s nestandardnim zbarvenim obilky.



2 CILE PRACE

V této praci je stanoveno nekolik cili:

1.

Vypracovani literarni reSerSe na problematiku vyuziti molekularnich
markertt ve Slechténi pSenice s nestandardnim zbarvenim obilky se
zamé&fenim na genotypy s modrym aleuronem.

Izolace genomické DNA vybranych genotypt pSenice S modrym aleuronem.
Realizace vlastnich PCR reakci pro detekci markerti vyuzitelnych pro
markery asistovanou selekci na technologickou u pSenice s nestandardnim
zbarvenim obilky, véetné elektroforetické separace, a piipadné optimalizace
PCR protokolt.

Vyhodnoceni a interpretace vysledki, v€etné doporuceni pro praxi.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice setd ma dominantni postaveni ve struktufe obilovin i péstovanych plodin,
jak ve svéte, tak 1 u néas. Zaujima témei Ctvrtinu orné pudy a polovinu ploch obilnin
u nas. Od pocatku padesatych let minulého stoleti se zacala vyznamnéji rozsifovat i do
vyssich poloh, kde nahrazuje stdle snizované plochy ovsa a zita. Své prvenstvi ma
pSenice mezi obilovinami protoze zabezpecuje vyzivu prevazné cCasti lidstva na nasi
planeté a s nejvetsi pravdépodobnosti je 1 nejstar§i obilninou, vyuZzivanou c¢lovékem
(Zimolka et al. 2005).

V Ceské republice ro¢ni spotieba pe¢ivarenskych produkti z bilé mouky (rohliky,
housky, kolace) ¢ini 44 kg na osobu, coz je o 30 % vice nez koncem 80. let minulého
stoleti, soucasné doslo ke sniZzeni konzumace chleba 0 4 % na 54,5 kg na osobu. To se
déje navzdory znalostem o ptiznivéjSim zdravotnim vlivu celozrnnych produktl oproti
vyrobkiim z mouky. Je potieba se zamyslet nad moznosti lepsiho vyuziti zdravi
prospésnych latek, které jsou v pSeni¢ném zrnu k dispozici a nad moznostmi vyuzivani

vhodnych genetickych zdrojl pro zlepSovani nutriéni kvality (Martinek et al. 2016).

3.1.1 Historie a vyvoj rodu Triticum L.

Nejstarsi kulturni druhy, mezi které patii i pSenice, pochdzeji z doby po vyznamné
zméné klimatu (néstup posledni doby meziledové) obvykle z obdobi 10 000 az 11 000
lety. Psenice konkrétnd pochazi z oblasti blizkého vychodu, oznadované jako ,,Urodny
pulmésic (Nesbitt 2001). Zde se do dneska zachovala fada planych forem psenice
a mnohoStétu, které vizudlné pfipominaji spiSe plané rostouci travy (Grau et al. 1998).
Nejstarsi archeologicky nalez plané pSenice, se znamkami manipulace ¢lovékem (nélez
u ohnisté) se pak datuje do doby pted 18 000 lety v oblasti dnesni Sirie (Petr 2008).

Rod Triticum patii do celedi Poaceae, tedy lipnicovité. Zakladnim
chromozomovym ¢islem ,,x* je 7. Pfedkem rodu Triticum L. je pravdépodobné né&jaky
dnes neznamy ptedek. D¢€leni rodu Triticum L. zahrnuje velké mnozstvi druhd

(s ohledem na pouzivanou klasifikaci), které 1ze podle po¢tu chromozom na tii skupiny
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(podrody): diploidni (2n = 2x = 14, AA), tetraploidni (2n = 4x = 28, BBAA)
a hexaploidni (2n = 6x = 42, BBAADD) (Carver 2009).

Vyvoj rodu Triticum je pfedevSim vysledkem inter- a intraspecifické hybridizace,
polyploidizace a opakujiciho se kfizeni mezi navzajem razné piibuznymi druhy
(Gustafson et al. 2009). Béhem vyvoje nejspis doslo ke kiizeni mezi diploidni planym
predkem soucasného Aegilops speltoides (2n = 2x = 14, genomy BB) s diploidni p$enici
Triticum urartu, (2n = 2x = 14, genomy A"A"). Vzhled piivodniho mnoho$tétu neni
znam, protoze se nedochoval do dnesni doby, v soucasnosti je znadma fada druhi
mnohostétd, které jsou si navzajem rizné piibuzné. Na zdkladé vysledkd raznych
molekularnich analyz se souCasni systematici domnivaji, ze piredkem byl né&jaky
mnohops$tét, ktery se nejvice podoba soucasnému Aegilops speltoides varieta
strangulata. Vzhledem ktomu, Ze se cytoplasma pienasi po matce a skuteénosti,
ze byla nalezena velka shoda mezi chlorofylovymi a ribosomalnimi nukleovymi
kyselinami soucasnych pSenic s timto druhem, piSeme formuli genomii v pSenici
sgenomy BB na pocatku (zachovani konvence psat druh, ze kterého pochézi
cytoplasma na 1. misté). Triticum urartu se zachovalo do dnesni doby a vzorky jsou
dostupné v mnoha genovych bankach. Genom S dnes dochovanych Ae. speltoides je
homologni s chromozomem B, avSak neni identicky (Luo et al. 2007). Embryo kiizence
Ae. speltoides a T. urartu mélo 14 chromozomu a genom BA, avsak jedinec byl ziejmé
sterilni z dvodu nemoZnosti péarovani odliSnych chromozom béhem meidzy
(Gustafson et al. 2009). K odstranéni sterility vedla az nahodna allopolyploidizace
a vytvoreni tetraploidni sestavy (tetraploidizace) a vysledkem byla situace 2n = 4x = 28,
genomy BBA"A" (Goncharov, 2008).

KiiZzeni vzniklé tetraploidni pSenice (2n = 4x = 28, genomy BBA"AY)
s Ae. squarossa, syn. Ae. tauschii (2n = 2x = 14, genomy DD) vedlo ke vzniku jedince
sgenomem BA"'D, u kterého opét nastivaly problémy se sterilitou. Az opét
allopolyploidizaci vznikla hexaploidni pSenice s 42 chromozomy (2n = 6x = 42,
genomy BBA"A'DD) (Goncharov et al. 2008).

Na obrazku 1 je zobrazeno schéma vzniku polyploidnich fad rodu pSenice. Vztahy

mezi zastupci rodu Triticum a Aegilops jsou vyjadieny Sipkami.
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Obrazek 1: Schéma evoluce psenice (Goncharov et al. 2008)

3.1.2 Morfologicky popis stavby rostliny a charakteristika obilky Triticum

aestivum L.

PSenice setda ma kvétenstvi lichoklas (prodlouzené kvétenstvi s kvéty prisedlymi
ke kvétnimu stonku ukoncené terminalnim klaskem) nelamany, osinaty nebo bezosinaty
aruzn¢ husty (v bézné mluvé fikame, ze kvétenstvim pSenice je klas). Stéblo je duté,
kolénkaté, tvofeno znodi (kolének) a internodii (¢lankt) (Spaldon 1982). Podet
kolének udava i pocet listi, jez je po stéble spirdlovité rozloZen. Pochva listu objiméa
stéblo ptisedle. Na pfechodu mezi pochvou a ¢epeli je jazycek, po obou stranach listové
pochvy pak jsou umisténa ouska. Existuje vSak 1 mutace pSenice, kterd jazycek
ani ouska nema. Po opyleni ze semeniku, se u rodu pSenice vyviji plod. Sténa plodu
se pojuje béhem dozravani s vlastnim osemenim, vzhledem ke své tvrdosti a kiehkosti
pfejima jeho funkci a kone¢né s nim Uplné sristd. Takto tvofené plody nazyvame
caryopsis. Na obrazku 2 vidime slozeni obilky ze tii zakladnich Casti: obaly, endosperm
a zarodek (Grau et al. 1998).

Obalové vrstvy slouzi k ochran€ obilky, proti nepfiznivym vliviim, po mleti tvofi
frakci otrub. Obaly tvofti asi 8 % z celkové hmotnosti obilky. Dale 1ze obalové vrstvy

délit do dvou kategorii: oplodi a osemeni.
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A Perikarp Stitek
Osemeni
Aleuronovd vrstva

Pupenova pochva (Koleoptile)

Radikula (kofinek)

Endosperm

stétinky 2

B Zéhyb

Aleuronovd vrstva

Endosperm

Stitek Radikula (kofinek)

Pupenaova pochva (Koleoptile)

Obrazek 2: Struktura obilky (upraveno dle Rathjen et al. 2009)
Vysvétlivky: (A) podélny rez, (B) pricny rez

Oplodi je tvofeno z epidermis jednovrstevné pokozky. Pod ni se nachazi jedna nebo
dvé vrstvy podpokozkovych bunék (bunky podéln¢), pod nimiz se jesté nachazi bunky
pficné. Primarni kol této vrstvy je chranit obilku pfed mechanickym poSkozenim,
¢ kodlivymi latkami. Osemeni je proto tvofeno nepropustnymi a jen obtizné
bobtnajicimi materialy, jako je naptiklad celuloza. Osemeni se nachazi pod oplodim,
avSak nesrtstd s nim. Ob¢ vrstvy jsou k sobé pevné primknuty. Nese v sobé barviva,
diky kterym obilka ziskava svoji charakteristickou barvu. Nékteré z vrstev osemeni
obsahuji polysacharidické latky, které ptispivaji k udrzovani rovnovahy vlhkosti zrna,
a to diky schopnosti zadrzovat vodu bobtnanim skrobu (Zimolka et al. 2005).

Endosperm je ¢ast obilky, kterd zaujima 80 - 85 % hmotnosti obilky. Aleuronové
buiikky tvofi vn&j$i Cast endospermu, ty maji vysoky obsah bilkovin. Samotny
endosperm je tvofen tenkosténnymi bunikami se $krobovymi zrny (Pomeranz 1973).
Embryo je ulozeno na bazi hibetni strany obilky a jeho podil na hmotnosti obilky ¢ini
asi 1,5-3 %. Zarodek je kryt oplodim a osemenim. K endospermu pfiléha Stitkem
(sculentum), coz je prvni dé€loha. Plumula, vzrostly vrchol, se zaklady listt, je kryty

blanitou pochvou (koleoptile) a je ulozen na apikalni strané. Na bazalni strané je
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hypokotyl se zarodky kotinkti. V embryu je uloZeno 3, 5 nebo vice kofinkd, coz se 1isi
druh od druhu. Radikulu, prostfedni zarodeény kotinek, kryje pochva (koleorhiza).
Calyptra, kofenova cepicka kryje vrchol kotfene. Povrch zarodku je tvofen epidermis,

na které se v pozdéjsich tvoii kutikula (Evers a Millar 2002).

3.1.3 Technologicka a pekafska kvalita

Je obecné znamo, Ze obalové vrstvy obilky jsou hlavnim zdrojem vldkniny,
aleuronové vrstva obsahuje bilkoviny a vlakninu, endosperm pak ptredevsim Skrob také
s ur¢itym procentem bilkovin, vitamint a mineralnich latek (Petr 2008). V tabulce 1 je
shrnuto procentualni zastoupeni jednotlivych slozek zrna pSenice. Genotyp, klimatické
a agrochemické podminky ovlivituji kvalitativni charakteristiky obilky, véetn¢ obsahu
Skrobu. Obsah Skrobu se pohybuje v rozmezi okolo 50 — az 70 %. Je znamo, Ze mezi
mnozstvim Skrobu a jakosti lepku neni zZadny vztah, protoze pfi vypirani lepku byva
Skrob odplaven. Hlavnimi slozkami $krobu jsou amyléza a amylopektin. Konzistence
stiidky a barva kurky zavisi nejen na obsahu Skrobu a lepku ale pfedevsim na zpisobu
zpracovani tésta a prubchu peceni. Soubor bilkovin obilného zrna je tvofen nckolika
frakcemi (tabulka 2). Ty lze dé&lit podle funk¢nosti, nebo podle rozpustnosti (Kuchel
et al. 2006).

Gluteniny a prolaminy tvoii 80 az 90 % vSech bilkovin zrna a jsou bohaté
na aminokyselinu kyselinu glutamovou a také prolin. Zastoupeni esencialnich
aminokyselin a aminokyselin obsahujicich siru je v zasobnich bilkovinach pSenice
pomérné nizké, vysSi vSak je v gluteninech neZ v prolaminech. Pekaiskd kvalita je
zasadn€ ovlivnéna druhem bilkovinnych frakci, nebot’ tyto ovliviiuji mechanické
vlastnosti lepkové bilkoviny. Gliadiny podminuji vySsi taznost a lepivost tésta, zatimco
gluteniny umoziuji ve v&tsi mife utvafeni slozitych bilkovinnych struktur béhem
pfipravy tésta, které ovliviiuji pruznost a bobtnavost (Wieser 2006). Krom¢ obsahu
téchto latek je diilezity 1 jejich vzajemny pomér.

Pod pojmem ,pekaiska kvalita® si mizeme ptedstavit jakost pSeni¢ného zrna
¢i mouky, kterd disponuje schopnosti poskytnout pecivo pozadované kvality. Jakostni
pecivo by se mélo vyznacovat hlavné kyprou, objemnou, pruznou a jemné porovitou
sttidkou, obalenou dostate¢né silnou kurkou ptfijemné chuti a viné. Je déna,

jak obsahem, tak vzajemnou interakci latek v ni obsazenych, a proto se Spatné vyjadiuje
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jednim, ¢i n€kolika parametry. Nejvyznamnéjsi roli zde maji obsah a kvalita lepku
(Both a Chloupek 2005).

Tabulka 1: Priimérné zastoupeni slozek v suSiné obilky T. aestivum L. (Chloupek et al.
2008)

Slozky obilky pSenice Procentualni zastoupeni
Mineraly 1,8
Bilkoviny 13,0
Skrob 68,0
Tuk 2,3
Vlaknina 2,3
Ostatni 11,9

Tabulka 2: Priimeérné slozeni frakci bilkovin obilky T. aestivum L. (Petr 2008)

Bilkovinné frakce endospermu zrna pSenice Procentualni zastoupeni
Albuminy 11,9
Globuliny 5,2
Prolaminy 28,5
Gluteniny 16,6
Zbytky 14,0

3.1.4 Rozdéleni jakosti pSenice

Jakost neboli kvalita je definovana jako schopnost souboru inherentnich znaku
vyrobkd, systému nebo procesu plnit pozadavky zdkaznikli a zainteresovanych stran,
respektive to je ,stupent splnéni pozadavki souborem inherentnich znakt (Salzmann
a Kraus 2007). V ptipadé¢ pSenice jsou inherentnimi znaky povazovany vnitini vlastnosti
Zrna.

Jakost vyjadiuje naplnéni urcitych vlastnosti a poZzadavki viici néjakému standardu.
Jelikoz obiloviny napliiuji rizné pozadavky jak spotiebitell, tak zpracovatelt, musime
na né nahlizet hned n¢kolika hledisky (Zimolka et al. 2005):

e Technologicka jakost — obsah u¢inné latky, zpracovatelnost

e Hygienickd jakost — zdravotni nezdvadnost ¢i zdvadnost
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e Nutri¢ni jakost — vyhoveéni nutri¢nim pozadavkim
e Senzoricka jakost — vzhled, kiupavost

e Uzitnd jakost — smér a zplsob vyuziti, trvanlivost

3.1.4.1 Jakostni ukazatele

Parametry, stanovujici obsah fyzikaln¢ chemickych vlastnosti potravinarské pSenice
patii vlhkost, objemova hmotnost, obsah dusikatych latek v susing, Zelenyho
sedimentacni index, Cislo poklesu, obsah lepku, obsah pifimési a necistot.

V tabulce 3 jsou obsazeny jakostni ukazatele meznich hodnot.

Tabulka 3: Hodnoty jakostnich ukazateli (Jirsa et al. 2011).

Jakostni ukazatele PSenice pekarenska | PSenice pecivarenska
Vlhkost (%) Nejvyse 14,0
Objemova hmotnost (kg/hl) Nejméné 76,0 Nejméné 76,0
Obsah N-latek v susiné (%) Nejméné 11,5 Nejvyse 11,5
Zelenyho sedimentaéni test (ml) Nejméné 30 Nejvyse 25
Cislo poklesu (s) Nejméné 220 Nejméné 220
Piimési a necistoty (%) Nejvyse 6,0 Nejvyse 6,0
Lepek (%) Nejméné 25,0 Nejméné 25,0

Vedle parametrli fyzikalné chemickych vlastnosti, které definuji pSenici jako
potravinaiskou, je nezbytna i zdravotni nezavadnost, musi byt bez cizich pachi. Je také
dale nepfipustné, aby obsahovala byt jen mirné plesniva zrna, ¢i zrna poSkozena

ploSticemi, nebo nakaZend mazlavou snéti.

3.1.5 Vyuziti pSenice

PSenice je nejvice vyuzivdna pro pekaiské, pecivarenské a krmné Ucely. Tvofti
zakladni zdroj lidské vyzivy a odridy délime podle vhodnosti k pekarskému

zpracovani. Vyrabi se z ni kynuta tésta a d€li se do skupin dle jakosti.

E- elitni pSenice (nejkvalitngjsi),
A-— kvalitni pSenice (dobré, samostatn¢ zpracovatelné),
B - chlebova psenice (doplitkové, zpracovatelné ve smesi),
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C- vSechny odridy nevhodné pro tvorbu kynutého tésta, pSenice vhodné
pro vyrobu susenek, ¢i pro vyrobu Skrobu a lihu a také pSenice krmné (Zimolka et al.
2000).

Pekatskd jakost pSenice je hodnocena podle obsahu zasobnich bilkovin

- .
Obrazek 3: Pecivo upecené z purpurové psenice PS Karkulka (Vyhndanek 2016)

v endospermu zrna. Vyznamnou vlastnosti pro mlynaiskou jakost je tvrdost zrna.
Tvrdost zrna souvisi se schopnosti bilkovin uzavfit Skrobova zrna v proteinové
»matrix*“. Je zde pozorovana vyznamna souvislost s technologickou jakosti a prfedurcuje
vhodnost odrudy k vyuziti za konkrétnich podminek, ke konkrétnim wcelim. Podle
faktoru tvrdosti lze délit odridy na takzvané tvrdé, které jsou vhodné pro zpracovani na
kynuté produkty a mekké, které jsou vhodné pro produkty pecivarenské (Dendy

a Dobraszcyk 2001). Na obrazku 3 muZeme vidét pecivo z barevné pSenice.

3.2 Flavonoidy

Flavonoidy patii do skupiny pfirodnich sloucenin s proménlivou fenolickou
strukturou. MliZeme je nalézt v ovoci, zeleniné, semenech, pokoZce, kotenech, stoncich,
kvétech. Jsou znamy pro své pozitivni dopady na lidsky organismus (Midelton 1998).

Flavonoidy mohou byt roztfidény do skupin na zakladé¢ molekularni struktury
(tabulka. 4, obrazek 4).

Flavonoidy hraji dilezitou roli ve fyziologickych procesech rostlin, jako jsou
napiiklad pfenosy energie, regulace aktivity fytohormont. Dale ovliviiuji
fotosenzitivitu, procesy dychani ¢i fotosyntézu (Rice-Evans et al. 1995).
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Tabulka 4: Hlavni skupiny flavonoidii a jednotlivé slouceniny (prepracovdino podle
Nijvekdt et al. 2001)

Skupina Slouéenina

Apigenin, Chrysin, Kaempferol, Luteolin, Myricetin, Rutin, Sibelin,

Flavony Quercetin

Flavonoly Fisetin, Hesperetin, Narigin, Naringenin, Taxifolin

Katechiny | Katechin, Epikatechin, Epigallokatechin gallat

Antokyany | Kyanidin, Delfinidin, Malvidin, Pelargonidin, Peonidin, Petunidin

Flavonoly, flavony a antokyany také hraji dalezitou roli pfi fad€ abiotickych strest.
Jejich akumulace v epidermalnich buiikach a trichomech listt, ma funkci UV — B filtra.
Dale mohou tvoftit komplexy s DNA, ¢imz ji poméhaji chranit proti oxidaénimu stresu
(Aron a Kennedy 2008). Vsechny flavonoidy sdileji zakladni patnacti-uhlikaty skelet,
slozeny z flavonového jadra, tvofeného dvéma aromatickymi Sesti-uhlikatymi kruhy A
a B, které jsou navzajem propojeny tii-uhlikatym heterocyklem C. Takovy skelet je
oznacen takto: C6-C3-C6 (Marais et al. 2006). V soucasné dobé zname kolem 6000
flavonoidu a stale jsou objevovany nové. Odvozené jsou od aminokyseliny fenylalaninu
a malonyl-CoA, ty vznikaji pfes fenylpropanoidovou drahu. Ta poskytuje né€kolik vétvi
metabolismu, diky které vznikaji az tisice sloucenin. Sem patii 1 ligniny, konstitucni
polymery, které davaji pevnost a tuhost sekundarni bunécné sténé a jsou zdkladnimi
prvky vodotésnosti vaskularnich buné¢k (Vahnholme et al. 2010; Falcone Ferreyra et al.
2012).
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Chalkon Flavanon O
O

Proantokyanidin Antokyanidin

Obrazek 4: Struktura hlavnich trid flavonoidu (prepracovano podle Falcone Ferreyra et al.

2012)

3.2.1 Antokyany

Antokyany jsou fenolické, flavonoidni latky. Jsou to ptfirodni barviva, diky jimz
rostliny tvofi viditelné rozdilné zbarveni svych organt (Castaneda-Ovando et al. 2009).
Jejich funkce je rliznd v zavislosti na ¢asti rostliny. Obecné se da jejich plisobeni
vyjadtit jako fotoprotektivni funkce, zvysuji atraktivnost kvétd pro opylovace a také
zpusobuji rezistenci vaci raznym houbovym chorobam (Khlestkina et al. 2008).
Antokyany vytvafi komplexy spolu s kovy. Komplex s molybdenem tvoii modrou
a fialovou barvu, Zelezity komplex je Cervené barvy a bila barva vznika pii ucasti medi,
nebo niklu (Figueiredo et al. 1996).

Zname na 600 popsanych antokyant, znich nejbéznéjsi jsou tyto: kyanidin,
delfinidin, pelargonidin, malvinidin, peonidin, petunidin (obrazek 5).

Antokyany se bézné vyskytuji v ovoci a zelenin¢. Podle Espley et al. (2007)

dochazi k nejvétsi akumulaci antokyani béhem zrani plodli, a to zejména u hroznd,

bortivek nebo jablek.
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OH

Antokyany R, R, R,
Pelargonidin H OH H
Kyanidin OH OH H
Delfinidin OH OH OH
Peonidin OMe OH H
Petunidin Ohle OH OH
Malvidin OMe OH Ohe

Obrazek 5: Chemickd struktura Sesti nejbéznéji se vyskytujicich antokyanii

(prepracovano podle Wu a Prior 2005)

3.3 PSenice s nestandardnim zbarvenim obilky

Prvni studie tykajici se genetické determinace barvy zrna byly uskuteénény
s vyuzitim aneuploidie (detekce ,kritického kiizeni* pii pouzivani kiizeni testovaného
materidlu s Gplnou sérii monosomikid nebo definovanymi teleosmiky). Postupem casu
byly vyuzivany molekuldrni analyzy detekce ptisluSnych gend (Zeven 1991, Khlestkina,
2013).

V soucasnosti existuje ve svété nékolik registrovanych odridy psSenice seté s timto
nezvyklym zabarvenim zrna. U né€kterych z nich je deklarovany pozitivni vliv na zdravi
konzumentl (¢loveék, zvifata) s ohledem na piedpisy na deklarace ptisluSnych tvrzeni
Vv jednotlivych statech. Napiiklad v Rakousku se vyrabi chleba s nazvem ,Pur-Pur
Brot*. Surovina mtiZe slouZit jako zdroj piirodnich barviv (Zofajova et al. 2012) nebo

I k niz8imu vyuzivani syntetickych barviv (Abdel — Aal a Hucl 1999), obrazek 6.
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Modrozrnné psSenice maji obvykle vys$i obsah antokyand, proti pSenicim
purporovym. Celozrnny $rot obsahoval 157 mg/kg a otruby 458 mg/kg antokyani.
U pSenice s purpurovym perikarpem se antokyany vyskytuji v povrchové vrstvé zrna.
Diky tomu je v otrubach vys§i primérny obsah antokyanid (251 mg/kg), oproti
celozrnnému srotu (104 mg/kg) (Abdel-Aal a Hucl 1999). Odlisna barva zrna je rovnéz
vyuzitelnd jako vizudlni marker napfiklad pro hodnoceni miry allogamie
(cizospras$nosti) u pSenice (Jaafar et al. 2013). Purpurové zbarvené zrno je zpisobeno
geny Pp, které se nachdzi na sedmé homeologické skupiné chromozomi,
které pochazeji z tetraploidni pSenice T. turgidum subsusp. abyssinicum Vavilov,

ktera je domovem v Aabyssinské oblasti v Etiopii.

Obrazek 6: Zrno barevné psenice (Garg et al. 2016)

Vysvétlivky - a modrd, b-d vylepsené linie kiizenim mezi modrymi a bilymi
kultivary, e svétle fialova, f tmavé fialova, g a h bilé kultivary s vysokym
vynosem, j az | modre, fialové a cerné zbarvené linie po kiizeni cernych a

bilych kultivaru
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3.3.1 Cervena a bila pSenice

Bézna pSenice ma svétle okrové zabarveni zrna, které ovSem v odborné terminologii
je oznacovéano jako ¢ervené. Cervené a bilé zbarveni zrna je u pSenice seté nejb&zngjsi
(Zeven 1991). Cervena barva zrna je podminéna piitomnosti alespofi jedné ze tif
dominantnich alel R-Al1 (na chromozomu 3AL), R-B1 (3BL) a R-D1 (3DL). Bil¢é
zbarveni je déno sestavou recesivnich alel r-Al, r-B1 a r-D1, musi byt v genotypu
pritomny vSechny tyto recesivni alely souCasné. Bile zbarvena psenice obsahuje vyrazné
nizsi procento hotkych, fenolickych latek, nebot’ zde neni pfitomny enzym polyfenol
oxidaza, ktery je nezbytny pro tvorbu souzitich polyfenolickych latek. Bilé obilky bez
ptitomnosti hotkych latek jsou nachylnéjsi k portstani. Produkt z bilého zrna je
pfirozené sladsi, cehoz by se teoreticky dalo vyuZit v cukrafstvi (Gros et al. 2002). Bila
barva zrna je podminéna trojici recesivnich alel r-Al, r-B1 a r-D1 (byvé pouzivano
I jiné oznaeni téch to alel.) Oproti t¢émto béznym barvam existuje i jiné zbarveni,
zpuisobené geny pro purpurovy perikarp (Pp), modry aleuron (Ba) a zlutym
endospermem (geny Psy, pro fotosyntetickou drahu fytoen syntazy) (Knievel et al.
2009).

3.3.2 Modry aleuron a zluty endosperm

Modré zbarveni je zpusobeno geny Ba pro modry aleuron. Dle katalogu
genetickych symbolii mame dva geny: Bal, ten byl pfenesen dohromady s celym
ramenem chromozomu 4B planého druhu Thinopyrum ponticum (Qualset et al., 1983)
avyskytuje se u jarni pSenice UC66049. Gen Ba2 pochazi z pSenice (Triticum
boeoticum Boiss.) a lezi na chromozomu 4AL. Ziejmé existuje jesté dalsi nepopsany
gen, pochazejici z pSenic nachdzejicich se jako dédictvi po Erichu von Tschermak-
Seisenegg. V soucasnosti existuje odrida ozimé pSenice Skorpion S timto dosud
neidentifikovanym genem (Martinek, 2017, osobni sd€leni). Pro detekci pfenosu ¢asti
chromosomalnich segmentti — translokaci se nejCastéji vyuzivd metoda FISH
(fluorescen¢ni in situ hybridizace) a GISH (genomicka in situ hybridizace) (Zheng
etal., 2006, Buresova et al., 2015). Byly popsany modrozrnné botanické variety T.
spelta var. mostovoy Skorpik, T. spelta var. cyanospermum Skorpik, T. aestivum L. var.
rodianum Skorpik a T. aestivum L. var. kovacikianum Skorpik (Skorpik a Sasek, 1980).

Dilezitymi enzymy pro vznik purpurového a modrého pigmentu jsou zde chalkon
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syntaza, chalkon izomerédza, dihydroflavonol-4-reduktaza a flavono-3-hydroxylaza.
Tyto enzymy se ucastni biosyntetické drahy antokyanti (Himi et al. 2005).

Zluté zbarveni endospermu zrna pienice je charakteristické u mnoha odrtid pSenice
tvrdé Triticum durum Desf., nebot” spotiebitelé pozaduji zluté zabarveni téstarenskych
vyrobkll. U hexaploidni pSenice je Zluté zabarveni zpravidla vyjimkou. Pfesto vSak
existuje nékolik odrid psenice stimto zabarvenim (Citrus, Bona Dea, Bona Vita,
Luteus). Zluté zabarveni je zptisobeno hlavng luteinem (méné Gasto zeaxanthinem).
Vzhledem k tomu, Ze tyto latky jsou obsazeny v endospermu, dostavaji se ve velké miie
ptimo do mouky, coZ zpisobuje jeji Zluté zbarveni. Zluté zbarveni je udavano geny
Psyl a Psy2 lokalizovanymi na 7. homeologické skupiné chromozomti 7A a 7B, které

jsou nejcastéjsi (Pozniak et al. 2007). Bylo popsano vSak mnoho dalsich Psy alel.

3.3.3 Soucasné vyuZiti barevnych pSenic

Predpokladem pro uplatnéni pSenic s barevnym zrnem v praxi je dosazeni
srovnatelné vynosové urovné jako u béznych odrud. To jesté bude vyzadovat znacné
Slechtitelské usili. Rovnéz bude potfebné navrhnout péstitelské a zpracovatelské
technologie tak, aby ve findlnim vyrobku byl co nejvyssi obsah téchto latek. Vyuziti
barevnych psenic se v souc¢asné dob¢ ubira vice sméry: jako funk¢ni potravina (vyroba
nudli, expandované /pufované/ vyrobky, pekarenské vyrobky, krmné plodina (Martinek
et al. 2016).

Funkéni potraviny, které vétSinou vypadaji, voni a chutnaji stejné jako jejich bézné
protéjSky, by mély byt kazdodenni sloZkou potravy kazdého znés. Pravidelna
konzumace takovych potravin posiluje nd§ imunitni systém a obranné¢ mechanismy proti
Skodlivym vliviim prostiedi. Plisobi také jako prevence nemoci a prevence starnuti.

Janeckova et al. (2014) posuzovala, jaké jsou moznosti vyuziti fialové pSenice
(mouka, otruby, semolina) pii vyrobé pekaiskych vyrobkil. Pouzili novozélandskou
odriidu Konini s purpurovym zrnem. Byl zjistovan vliv dodatecné dodanych otrub
vdavce 10% az 30 % zpSenice Konini do b&Zné mouky. Pfidani otrub vedlo
Kk negativnim senzorickym vlastnostem daného peciva, tykajici se tvaru chleba, drobivé
textury a horsi chuti. Ptijatelny byl 10 % podil otrub ve smési.

HruSkova et al (2012) provedla téstarensky pokus s odriidami zlutych pSenic Citrus

a Luteus, kde hodnotila vyrobu nevajecnych a jednovajeénych téstovin.Byly
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porovnavany vlivy rozdilné¢ namleté mouky. V suSeném stavu byl hodnocen objem
téstovin, tvar, povrch a barva. Po uvafeni zde byla hodnocend barva, vaznost,
bobtnavost, chut’ a viiné. Objem téstovin, vaznost a bobtnavost se vyrazné nelisily od
téstovin klasickych. U senzorického hodnoceni se neprokazal rozdil tvaru ani povrchu.
Barva u obou typu téstovin byla standardni. V suSeném stavu nebyl rozpoznan zadny
rozdil v barvé, jak bylo predpokladano, stejné€ tak i po uvareni. Ze ziskanych vysledkt
je patrné, Ze zodrad Citrus 1 Luteus je mozné vyrobit téstoviny standardni
spotrebitelské jakosti.

Antioxidacni schopnost antokyanti je nepfiznivé ovlivnéna teplotou b&hem
zpracovani peciva (Dewanto et al. 2002), coz potvrzuji ve své praci také Bartl et al.
(2015), kteti odhalili vyznamny rozdil v obsahu antokyant, kdyz pfti ptipravé chleba
zZmodré a fialové pSenice zvolili rozdilné Casy a teploty peceni, pfesnéji 240 °C, 21
minut a 180 °C, 31 minut. Analyzy chleba upe¢ené¢ho z modré celozrnné mouky pii
teploté 240 °C a 21 minutach odhalily obsah antokyant 8,33 mg/kg (pokles o 7,1 %)
a z fialové celozrnné mouky 5,2 mg/kg (pokles o 40,8 %). Tento pokles obsahu
antokyanu je zavisly na zplsobu peceni a byl vyssi pii 240 °C, 21 minutdch. Ztrita
antokyant byla mnohem vyssi u chleba z fialové mouky. Autofi uvazovali, ze acetylace
antokyana ve fialové pSenici je vice termolabilni, nez v modré. Stejny pokles obsahu
antokyani (182 °C, 4 minuty) pokles 11 % a (204 °C, 10 minut) pokles 25 % totiz
pozorovali ve své praci Li et al. (2011). Zde byly experimentdlné pefeny suSenky
z modré kukufice.

Dale probihal vyzkum o prospéSnosti pSenice s barevnym zrnem na brojlerech
a potkanech na Mendelové univerzité¢ v Brné. Karasek et al. (2014) pozoroval u€inky pfi
krmeni barevnou pSenici Konini na parametry antioxidacni aktivity u potkant. Tuto
aktivitu méfil v jatrech potkanl.. Pro experiment zvolil 64 samct. Prvni skupina (32
jedincti) byla krmena 100% granulovanou barevnou psenici. Kontrolni, druha, skupina
byla krmena béZznou pSenici. Vysledky hovofi jasn€. Potkani, krmeni barevnou pSenici
vykazovali v jatrech vyssi antioxida¢ni aktivitu.

Mare§ et al. (2015) testovali jaky ma vliv krmeni fialovou pSenici Konini
na velikost a hmotnost kaprt. I zde byl prokézan pozitivni vliv krmiva barevnou pSenici

narostem v priméru o 156,53 mm a vahou vyssi v priméru o 60,81 g.
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3.4 Molekularni markery

Molekularni markery slouzi k identifikaci Zadoucich geni a tak nam poskytuji
informace 0 alelickém sloZeni v ur¢itém lokusu. Béhem poslednich let doslo k velkému
posunu na poli molekularni biologie, coz vedlo k zavedeni mnoha novych typl
molekularnich markerti. Jako prvni se pocatkem 60. let 20. stoleti zacaly vyuzivat
allozymové polymorfizmy, neboli izoenzymové markery. Izoenzymy jsou rtizné formy
té¢hoz enzymu. Tyto izoenzymy katalyzuji totozné chemické reakce, avsak disledkem
odlisného pofadi aminokyselin se jejich primarni struktura li§i svym nabojem,
¢i konformaci. Detekce polymorfizmti pak probiha pomoci gelové elektroforézy,
ktera rozd¢luje molekuly podle velikosti naboje, jehoz velikost urCuje slozeni dané
aminokyseliny. Jejich nevyhodou vSak je nizkd variabilita oproti DNA markerim
(Estoup at al. 1998).

Proto se v dnesni dobé nejvice pouzivaji DNA markery, které hodnoti vlastni
strukturu DNA. Diky své vysoké variabilité¢ lze charakterizovat cely genom. Jsou
spolehlivé, nebot’ jejich vlastnosti zavisi vyhradné na sekvenci DNA. Také jejich rychla
determinace je jejich velkou prednosti. Identifikace se provadi pomoci metod
molekularni biologie jako je izolace DNA, PCR (polymerazova fetézova reakce),

Sté€peni restrik¢énimi enzymy a elektroforéza (White & Cooke 1992).

3.4.1 Rozdéleni DNA markeru

Vyznamnym vyuzitim markert je zlepSovani G¢innosti §lechténi pomoci neptimého
vybéru pies lokus pro kvantitativni znak (QTL). Kazdy marker ma jist¢ vyhody
anevyhody, které zavisi na daném vyuziti. Markery lze rozdé€lit do nasledujicich tfi
skupin (Gupta et al. 1999):

e DNA markery zaloZzené na hybridizaci se sondou (RFLP a DNA
fingerprinting).

e DNA markery zalozené na PCR (RAPD, AFLP, CAPS, SSR a STS).

e DNA markery zalozené na DNA cipech a sekvencovani (SNP).
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3.4.1.1 STS (Sequences Tagged Sites)

Princip této metody je zalozen na znalosti konkrétni unikdtni sekvence DNA
Vv genomu. Vyuziva se jich k mapovani zajmového genomu (Olson et al., 1989). Jedna
se o marktery, které oznacuji primery odvozené z koncové sekvence RFLP sondy,
které jsou vazany na konkrétni znak. Velikost je mezi 18 az 24 bp. Amplifikace je
realizovana pomoci dvou specifickych primert, které ohranicuji sekvenci zajmu, kterd
je poté¢ pomoci PCR amplifikovana. Vizualizace probihd pomoci elektroforetické

separace (Thomas a Scott 1993).

3.4.1.2 SNP (Single-Nucleotide Polymorphism)

Metoda, schopna rozliSit dvé ruzné alely, liSici se pouze v jednom nukleotidu —
bodové mutace. Uziva se zde specifickych primerd, plné komplementarnich
k pozadované sekvenci (Reed a Wittwer 2004). V poslednich letech je tato metoda

vyuzivéana ke studiu pSenice seté.

3.4.2 Vyuziti DNA markeri ve Slechténi

vvvvvv

které byly vyvinuty v modernim zemédélstvi. Metody vyvinuty pro Slechténi rostlin
jsou oportunistické a adaptibilni. Jsou vyuZivany v Sirokém méfitku pro vyvoj novych
produktii, které jsou zadouci pro zemédé€lskou i zahradnickou praxi. DNA markery
se zde staly nezbytnym ndstrojem, pro svou efektivnost, piesnost a vysokou
produktivitu vysledkti a jejich vyuziti se znacné 1iSi Vv zavislosti na typu plodiny
a determinaci studovaného parametru (Xu a Crouch 2008). VyuZivaji se také
k fylogenetickym studiim, genetickému mapovani, charakterizaci a identifikaci
jednotlivych odrid ¢i zemédé€lskych plodin. Nesporny vyznam maji taky pro detekci
gent dillezitych pro kvalitu obilovin a ur€ovani vhodnosti vyuziti. Déle jsou vyuZivany
pro ur¢ovani polymorfizmu mezi druhy nebo i vramci druhii. Zde je pozorovana
variabilita mezi testovanymi vzorky DNA (Phillips a Vasil 2001). Markery se
ve velkém vyuzivaji také k sestavovani map, jak genetickych, tak fyzickych, k detekci
QTLs (Quantitative Trait Loci = lokusy kvantitativnich znakl) a také MAS (Marker
Assisted Selection = markery asistovana selekce). Mingeot a Jacquemin (1999) pouzili
metodu RFLP k mapovani polymorfismi u Sto Sedesati lokusti pro populaci psenic
vramci ITMI (International Triticeae Mapping Initiative). Shah et al. (2000) zase
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srovnavali u¢innost RFLP a PCR markerti pro detekci jednotlivych odriid psenice,
kdy ptisli k zavéru, ze PCR markery jsou vhodné pro detekci polymorfismi na
jednotlivych chromozomech. Metodu RFLP zde doporucuji pouzivat, pokud se snazime

obecné odlisit jednotlivé odrudy.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Experimentalni material

Pro experiment byl poskytnut rostlinny materidl ze Zemédélského vyzkumného
ustavu Kroméfiz s. r. o. Jako pozitivni kontroly pro jednotlivé alely Glu-3 3 byly
pouzity odriady Chinese Spring (Glu-A3a), Gabo (Glu-A3b), Gawain (Glu-A3c),
Abbodanza (Glu-A3d), Liocorno (Glu-A3e), Apostle (Glu-A3f) a Glenlea (Glu-A3g),
které poskytla Genova banka Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v Praze -Ruzyni.
Pouzito bylo 18 wvzorkd pSenice s nestandardnim zbarvenim obilky, které jsou
zobrazeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Prehled analyzovanych genotypi Triticum aestivum L.

Néazev Barva obilky
V1-104-15 modra
V1-106-15 modra
V1-107-15 modra
V1-103-15 modra
V1-114-15 modra
V1-116-15 modré
V1-117-15 modré

V2-88-15 modra
KM 53-14%) modra
V1-126-15 modré
V1-127-15 modra
V1-129-15 modré
Skorpion modra
V1-141-15 modra
V1-180-15 zluta
Bona Vita zlutd
Citrus Zluta
Matchball**) cervena

Vysvétlivky: *) — linie testovand v oficidlnich stdtnich odridovych zkouskdach, **) — kontrola
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4.2 Metodika

Vlastni molekularné biologické analyzy tvorily tyto kroky:
e Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentrace a ¢istoty vyizolované DNA.
e Piiprava reak¢nich smési pro PCR.
e Piiprava agar6zového gelu.
e Elektroforeticka separace a vizualizace vyslednych produkti PCR.

e Vyhodnoceni vysledki.

4.2.1 Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentrace a Cistoty vyizolované DNA

Genotypy byly vysety na Petriho misky, na filtracni papir. Po 5 az 7 dnech byly
odebrany vzorky DNA po 100 mg z kli¢nich rostlin Triticum aestivum L. a to vzdy
do dvou zkumavek a poté byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu pfi teploté -70 °C.
Po té byla DNA extrahovana pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) podle
prislusného navodu (Qiagen 2012)

Pomoci pfistroje Picodrop Spectrometr (Picodrop) bylo provedeno méfeni
koncentrace extrahované DNA (ng/ul) a zaroven také jeji Cistota. Po vyhodnoceni bylo

usouzeno, ze naméiené hodnoty byly dostate¢né pro provedeni analyz.

4.2.2 Priprava reakénich smési pro PCR

Pro detekci alel na lokusu Glu-A3 jsme pouzili alelové specifické STS markery,
zalozené na jednonukleotidovych polymorfizmech, které¢ byly navrzeny podle Wang et
al. (2010). Primery, které jsme pouzily pii analyze, jsou uvedeny v tabulce 6.
K identifikaci alel na lokusech Pina a Pinb, které maji kodominantni charakter a koduji
geny tvrdosti obilky (puroindolin a, puroindolin b) jsme pouzili specifické STS
markery podle Huang & Bralé-Babel (2011) (tabulka 7). K identifikaci nulovych alel
pro Waxy geny psenice jsme pouzili specifické primery podle Vanzetti et al. (2009)
(tabulka 8).

Reakéni smé&s pro PCR jsme pfipravili postupnym pifidavanim jednotlivych
chemikalii do mikrozkumavky podle protokolu (tabulka 9). Vznikly mastermix jsme
po té rozpipetovali do mikrozkumavek pro PCR vzdy po 24 ul a nasledné jsme ptidali

1 pl pfedem vyizolované templatové DNA daného genotypu. Po peclivém uzavieni
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mikrozkumavek jsme takto pfipravené smési vlozili

do jamek termocykleru

T3 (Biometra), kde byl pfednastaven program s pfisluSnym teplotnim a cCasovym

profilem:

e Pro Glu-A3: 5 min 94 °C, poté 38 cyklu po 35 sekundach pti 94 °C, 35

sekund pfi 60 °C a 90 sekund pti 72 °C, zavérecné prodlouzeni 8 min pii
72 °C.
e Pro Pina, Pinb: 5 min 94 °C, poté 35 cykla po 30 sekundéch pii 95 °C, 30

sekund pfi 60 °C a 90 sekund pti 72 °C, zavérecné prodlouzeni 10 min pfi

72 °C.

e Pro Waxy geny: 2 min 94 °C, poté 33 cykll po 1 min pii 94 °C, 2 min pfi
54 °C a2 min pti 72 °C.

Tabulka 6: Glu-A3 alelové specifické PCR markery (Wang et al., 2010)

Set primert Sekvence (5—3") (;ill;‘f Velikos(tb%oduktu

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA1R GGTTGTTGTTGTTGCAGCA : >
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA

SAZ2R GCTGTGCTTGGATGATACTCTA ° 594
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA3R GTGGCTGTTGTGAAAACGA o >
LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA

SA4R TGGGGTTGGGAGACACATA ‘ %7
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA5R GGCACAGACGAGGAAGGTT ° 108
LA1F AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SAGR GCTGCTGCTGCTGTGTAAA f %
LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA7TR AAACAACGGTGATCCAACTAA | 1345
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Tabulka 7: Primery a velikost jejich produktii pro analyzu lokusu Pina a Pinb

(Huang & Brile, 2011)

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 SNPT |Pinb-Dla 423
STS3 Pina-D1b 922 SNP C | Pinb-D1c 269
Pina-Dla 744 SNP C | Pinb-D1c 423
STS4 Pina-D1b 1033 SNPT |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

Tabulka 8: Primery a jejich sekvence pouzité pro analyzu lokusu Waxy gena (Vanzetti et
al., 2009)

Nazev primeru Sekvence Amplifikovany lokus
H#AF AAGAGCAACTACCAGT WAL Wx-B1
#4R TCGTACCCGTCGATGAAGTCGA aWx-D1
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Tab. 9 Slozeni mastermixu (slozeni pro jedenu

reakci)
Slozky reakce MnozZstvi (ul)
deionizovana H,O 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (zacinajici — F) 1
primer (koncici — R) 1

4.2.3 Priprava agarozového gelu

Separace na gelu je zalozena na principu rozdélovani molekul podle jejich
pohyblivosti v elektrickém poli na zakladé molekulové hmotnosti separované latky.
Analyzy alelovych variant Glu-A3, Pina/b a nulovych alel Waxy gent byly provedeny
na 1% agar6zovém gelu, ptipraveném podle nasledujiciho postupu: 1891 ml destilované
vody bylo smichano s 38 ml 50x TAE pufru (trisacetatovy pufr). Z roztoku bylo odlito
270 ml do lahve a ptfidano 2,8 g agardzy odvazené na analytickych vahach. Vznikla
smés byla promichdna a zahfivana v mikrovinné troubé az k varu. Mezitim byla
sestavena vanic¢ka pro nalévani gelu, spole¢né s hiebenem, slouzicim ke tvorbé jamek
pro vzorky DNA. Po povafeni agardzy s roztokem pufru a nasledném zchlazeni byly
pfidany 2 pl ethidium bromidu. Takto pfipraveny roztok byl pielit do sestavené vanicky
a po odstranéni bublin cca 20 minut tuhnul v digestofi. Po vyjmuti hifebenu ze ztuhlého
gelu byla vanicka pienesena do elektroforetické vany a zalita zbytkem natedéného TAE
pufru. Gel byl pfipraven pro nanaseni vzorku. Jednotlivé slozky pro pfipravu gelu jsou
shrnuty v tabulce 10.

Tabulka 10: Komponenty pro pripravu 1% agarozového gelu

Chemikalie Zasobni koncentrace | Pouzité mnoZstvi
Agaroza (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 FElektroforeticka separace a vizualizace vyslednych produkti PCR

Separace PCR produkti jsme provedli na horizontalni elektroforéze v systému

Agagel Maxi (Biometra, GE). Amplifikované vzorky jsme rozpipetovali po 20 pl
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do gelu, zalitého pufrem. Po té jsme elektroforetickou vanu zakryli bezpe¢nostnim
krytem a aparaturu jsme ptipojili ke zdroji stejnosmérného napéti Minicell Power Pack
P20 od firmy Biometra. Nasledna separace probihala pii napéti 70 — 80 V, po dobu
jedné az dvou hodin.

Po jedné az dvou hodinach jsme ukoncili separaci, soustavu odpojili od proudu
a gel jsme vyjmuli i s vani¢kou z pufru. Vizualizaci vyslednych produktt jsme provedli
pomoci kamery pod UV lampou v transiluminatoru Ultraviolet (UltraLum Inc.).
Zaznamenani obrazu jsme provedli pomoci softwarové ovladané cernobilé kamery

CCTV (Panasonic, USA).

4.2.5 Vyhodnoceni vysledkii

Produkty amplifikace, vizualizované na agarézovém gelu jsme porovnavali
s velikostnimi markery. Pouzili jsme 100 bp DNA Ladder (Promega) a pBR322 DNA
Haell (ABgene).
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5 VYSLEDKY

5.1 Markery tvrdosti obilky

Pro analyzu alelického slozeni lokust Pina-D1 a Pinb-D1 bylo vyuzito 9 STS
primeru pro Pina, a ¢tyfi kombinace primert pro Pinb, které jsou detailné popsany
v praci Huang a Brulé-Babel (2011). Analyzovano bylo 18 genotypi, které jsou
uvedeny v tabulce 5. V ptipad¢ Pina jsme detekovali dvé alely pro kazdy genotyp -
Pina-Dla a b, a to u v8ech vzorkt (obrazek 7). U Pinb-D1 jsme analyzovali 4 alely,
Pinb-Dla/b/c a d. Alela Pinb-Dla byla nejéetné&jsi alelou (100% vyskyt). Vzorky
Skorpion, V1 141 15 a Matchball vykéazaly ptitomnost specifickych produkti
u 3 riznych alel (Pinb-D1 a/c a d). Na obrazku 8 si muzeme prohlédnout detekovanou
alelu Pinb-D1d. Ve vice jak polovin¢ ptipadl (55,5 %) byly detekovany specifické
produkty dvou rtznych alel (Pinb-D1 a/c). Alela Pinb-D1b nebyla detekovana.

V tabulce 11 miizeme vidét vysledné alely u vSech testovanych vzorki.

1 2 3 4 5 6 m 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 36 M

736 bp L

T TN W wm—"—"w—w. wm— oo — e S— ) __p‘
447 by

- - ————-—___———-—-— -

Obrazek 7: Alely Pina-D1a a Pina-D1b

Vysvétlivky: 1 - V1-104-15, 2 - V1-106-15, 3 - V1-107-15, 4 - V1-103-15, 5 - V1-114-
15, 6 - V1-116-15, 7 - V1-117-15, 8 - V2-88-15, 9 - KM 53-14, 10 - V1-126-15, 11 - V1-
127-15, 12 - V1-129-15, 13 — Skorpion, 14 - V1-141-15, 15 - V1-180-15, 16 - Bona Vita,
17 — Citrus, 36 — Matchball, M — velikostni marker
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Obrézek 8: Alely Pinb-D1d
Vysvétlivky: 1 - V1-104-15, 2 - V1-106-15, 3 - V1-107-15, 4 - V1-103-15, 5 - V1-114-
15, 6 - V1-116-15, 7 - V1-117-15, 8 - V2-88-15, 9 - KM 53-14, 10 - V1-126-15, 11 - V1-
127-15, 12 - V1-129-15, 13 — Skorpion, 14 - V1-141-15, 15 - V1-180-15, 16 - Bona Vita,
17 — Citrus, 36 — Matchball, M — velikostni marker

Tabulka 11: Seznam pouZitych genotypii pSenice a jejich alelicka skladba
pro Pin a a Pinb

Genotyp Ba_rva _ Alelicka skladba_
obilky Pina-D1 Pinb-D1
V1-104-15 modra a/b a
V1-106-15 modra a/b alc
V1-107-15 modra a/b alc
V1-103-15 modra a/b alc
V1-114-15 modra a/b alc
V1-116-15 modra a/b alc
V1-117-15 modra a/b alc
V2-88-15 modra a/b alc
KM 53-14 modra a/b a
V1-126-15 modra a/b a
V1-127-15 modra a/b alc
V1-129-15 modra a/b alc
Skorpion modra a/b a/c/d
V1-141-15 modra a/b a/c/d
V1-180-15 zluta a/b a
Bona Vita zluta a/b alc
Citrus zluta a/b a
Matchball Cervena a/b a/c/d
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5.2 Detekce nulovych alel Waxy gent

Analyze bylo opét podrobeno 18 genotypt (tabulka 5) pomoci primerti navrzenych
podle McLauchlan (2001). Vysledky detekovanych alel jsou uvedeny na obrazku 9.
Mezi testovanymi genotypy se podafilo detekovat u linie V1-104-15 sestavu vsech tii
nulovych alel pro vSechny tifi genomy u hexaploidni pSenice. Tento vysledek

je pomérné vyznamny a neoc¢ekavany.

299 bp
254 bp
227bp

Obrazek 9: PCR produkty Wx-Al, Wx-B1 a Wx-D1.

Vysvétlivky: 1 - V1-104-15, 2 - V1-106-15, 3 - V1-107-15, 4 - V1-103-15, 5 - V1-114-15, 6 -
V1-116-15, 7 - V1-117-15, 8 - V2-88-15, 9 - KM 53-14, 10 - V1-126-15, 11 - V1-127-15, 12 -
V1-129-15, 13 — Skorpion, 14 - V1-141-15, 15 - V1-180-15, 16 - Bona Vita, 17 — Citrus, 36 —
Matchball, M — velikostni makrker

5.3 Analyza lokusu Glu-A3

Vysledky analyzy osmnacti genotypu (tabulka 5) jsou shrnuty v tabulce 12.
Nejcastéji se vyskytovala varianta Glu-A3d (100 % piipadi). Spolu s alelou d se
vyskytovala v n¢kterych piipadech alela f (Glu-A3df = 33 %). Jeji detekci lze pozorovat
na obrazku 11. Ostatni varianty testovanych alel (Glu-A3a, Glu-A3b, Glu-A3c, Glu-A3e,

Glu-A3g) nebyly v hodnoceném souboru detekovany.
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Tabulka 12: Seznam pouzitych genotypii pSenice a jejich alelicka skladba pro Glu-A3

Genotyp Barva obilky Glu-A3
V1-104-15 modra d
V1-106-15 modra d
V1-107-15 modra d
V1-103-15 modra d
V1-114-15 modra d
V1-116-15 modra d
V1-117-15 modra d/f

V2-88-15 modra d
KM 53-14 modra d
V1-126-15 modra d
V1-127-15 modra d
V1-129-15 modra d/f

Skorpion modra d/f
V1-141-15 modra d/f
V1-180-15 zluta d/f

Bona Vita zluta d

Citrus zluta d/f

Matchball dervena d

M 1 2 3 4 5 6 E s 8 = e 10 11 12 13 I~ =15 TO8 17 36 K M

552 bp
-

Obr. 11: PCR produkty ziskané pomoci markeru Glu-A3f.

Vysvétlivky: 1 - V1-104-15, 2 - V1-106-15, 3 - V1-107-15, 4 - V1-103-15, 5 - V1-114-15, 6 - V1-116-
15, 7 - V1-117-15, 8 - V2-88-15, 9 - KM 53-14, 10 - V1-126-15, 11 - V1-127-15, 12 - V1-129-15, 13 -
Skorpion, 14 - V1-141-15, 15 - V1-180-15, 16 - Bona Vita, 17 — Citrus, 36 — Matchball, K — Apostle,

M — velikostni marker
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6 DISKUZE

6.1 Tvrdost obilky

Tvrdost obilky zrna pSenice seté (Triticum aestivum L.) je vyznamnym znakem
Vv zemich zépadni Evropy a v Americe, kde je mu vénovana vétsi pozornost nez u nés,
kde technologicka jakost zrna je hodnocena souborem jinych ukazateli. V Ceské
republice neni tvrdost zrna urcujicim parametrem, ktery by byl zohlediiovan pti vykupu
zrna v pfisluiné platné normé pro potravinatskou psenici CSN 46 1100-2 z roku 2001.
Tvrdost zrna obilky je vyznamna vlastnost, kterda ma vztah ke kvalit¢ mleti a potazmo
i k dal$imu zpracovani suroviny na rizné potravinaiské, vyrobky (chleba, susenky,
nudle, a podobng). Mouka z ,,tvrdé* pSenice je vice vhodna pro peceni chleba, mouka
z ,,m¢kké* pSenice je pouzivana spiSe pro vyrobu susenek a drobného peciva (Chen et
al. 2007; Morris 2002).

I tak jednotlivé technologie zpracovani vyzaduji kromé specifické tvrdosti zrna takeé
specifické slozeni zrna, vétSinou predepsany obsah bilkovin konkrétnich kvalitativnich
ukazatelti. Tvrdost zrna ovlivituji molekuly puroindolinu, které se vazi na Skrobové
granule endospermu obilky. Tento fakt je zdkladem odli$né tvrdosti zrna. Podle Gaines
et al. (2000) maji ,,mekké* pSenice vysoky obsah amylozy ve vazbé s tuky a maly obsah
Skrobu. Struktura endospermu muize mit na zéklad€ fenotypu sklovitd, nebo moucna.
Moucny endosperm obsahuje vice Skrobu a méné proteini v porovnani se sklovitym
endospermem. Tvrdost zrna je blizce spojena se sklovitym endospermem. Material
oznacovan jako ,,tvrdy“ je definovan jako vice rezistentni k cizorodym patogeniim
(Psota et al. 2008). Tvrdost zrna je determinovana vyhradné genetickymi faktory
(Turnbull a Rahman 2002).

Tvrdost zrna ovliviiuje vyrazné Ha lokus na chromosomu 5D, ktery je tvofen tfemi
uzce spjatymi geny Gsp-1, Pina aPinb. PSenice ma dva typy proteint: puroindolin
a (Pina) a puroindolin b (Pinb) (Chen et al. 2007). Tvrdost zrna je vyznamn¢é ovlivnéna
pravé piitomnosti ¢i absenci gend Pina a Pinb, které ovliviiuji strukturu proteind
Vv pSeni¢ném zrnu. Pina-D1 a Pinb-D1 byly lokalizovany v distalni oblasti chromozomu
5D (Turner et al. 2003). Vsechny odridy ,,tvrdych® pSenic maji sekven¢ni mutaci
na jednom z téchto gend, coz ma za nasledek zménu tvrdosti. V soucasné dob¢ je znamo

devét alel pro Pina a sedmnact alel pro Pinb. Velké mnozstvi nové identifikovanych
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alel bylo pozorovano u ¢inskych krajovych odrid. V Evropé a Severni Americe byly
popsany Pina a Pinb alely u tvrdych psSenic (Pina-D1b, Pinb-D1b, Pinb-D1c, Pinb-
D1d) (Morris et al. 2001). Je znamo mnoho metod pro stanoveni jednonukleotidového
polymorfizmu (SNP). V¢étSina je zalozena na ligaci oligonukleotidu a vytvofeni primeru
specifického pro danou alelu (Huang & Brilé-Babel, 2011).

Identifikovany byly dvé alely lokusu Pina-D1. Pina-Dla, ktera se obvykle
vyskytuje v planych formach pSenice a Pina-D1b, jejiz nulova forma (nepiitomnost
alely) prezentuje genotypy s tvrdou obilkou. Déle byly detekovany 3 alely lokusu Pinb-
D, valelickych formach Pinb-D1la, Pinb-D1c a Pinb-D1d. Jedna se zde o tzv. SNP
(single nucleotide polymorphism), tedy alely lisici se pouze v jednom nukleotidu. Podle
Tranquilli et al. (2002) mutace v lokusu Pina-D1 a Pinb-D1 jsou spojovany
s ,,hardness* odriidami, avSak neni znamo, zda mutace v obou lokusech ndm tvrdost
zvySuji, nebo snizuji. Nami analyzovany soubor je mozné zatadit mezi pSenice s tvrdym
zrnem ,hardness“ nebot’ pravé alely Pina-D1b Pinb-D1b, Pinb-D1c a Pinb-D1d jsou
zde piitomny a jsou podle Morris et al. (2001) a Huang a Roder (2005) hlavnimi alelami

detekovanymi u ,,hardness* evropskych a severoamerickych odrid.

6.2 Waxy geny

Skrob zaujimé v obilce 65 — 75 % suché vahy, proto se spolu se zasobnimi proteiny
také nejvyznamnéji podili na kvalit¢ endospermu (Khaniani et al. 2012). Stejné tomu
je tak i u pseni¢né mouky, kde obsah Skrobu a jeho chemické slozeni ovliviiuje kvalitu
konednych produktii z pSenice. Skrob je polymer slozeny ze dvou polysacharidi:
amylozy a amylopektinu (Vanzetti et al. 2009), které se od sebe lisi strukturou.
Amyldéza ma linedrni nerozvétvenou strukturu molekul, a amylopektin mé rozvétvenou
strukturu molekul.

Biosyntéza amylozy je regulovana enzymem GBSS (granule-bound starch
synthase), jedna se o syntazu, nebo také jinak ,,voskovy protein®. U hexaploidni pSenice
je tento enzym umistén na tifech homolognich Waxy genech, lokalizovanych na kratkém
rameni chromozomid 7A (Wx-Al), 7D (Wx-D1) a na dlouhém rameni chromozomu 4A
(Wx-B1), kam byl translokovan z kratkého ramene 7B (Chao et al. 1989; Yamamori
a Quinh 2000). Produkty téchto geni, ,,voskové proteiny” maji nepatrné rozdilnou

molekularni hmotnost. Od 59 po 60 kDa (Maryami et al. 2014).
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Pokud je asponl jeden ze tii GBSS alel funk¢ni, pSenice se nazyva ,.Castecné
voskova®™, pokud vsak jsou vSechny tfi alely nefunkéni (nulové), hovoiime
0 ,,voskovém* genotypu, takovy Skrob je potom slozen z amylopektinu a nepatrného
mnozstvi amylozy (Ma et al. 2013). Voskové, ¢i Castecné voskové genotypy se
vyuzivaji na asijském trhu, naptiklad pro vyrobu nudli ,,udon* a ,,ramen‘ (Epstein et al.
2002), nebo nachazi vyuziti pii produkci modifikovanych potravinaiskych Skrobt,
ataké lze diky nim prodlouzit trvanlivost peCiva (Lee et al. 2001). Nejmarkantnéjsi
podil na obsahu a kvalit¢ amylézy byl pozorovan u mutantd Wx-B1, potom Wx-D1
aWx-Al (Yamamori a Quynh 2000). Obsah amyléozy ma piimy efekt na kvalitu
asijskych nudli a vybér linii s vyrazné nizsi hladinou amylézy v obilce je hlavnim cilem
Slechtitelskych programu v Japonsku (Saito et al 2010).

V nasem souboru hodnocenych vzorku byl popsan jeden genotyp (V1-104-15)
strojici vySe zminénych alel, ktery lze proto charakterizovat jako ,,plné¢ voskovy*
genotyp, u kterého leze predpokladat velmi vyrazné nizky vyskyt amylozy, ptipadné
zcela bez vyskytu amylézy. Toto ale bude potieba jesté provéfit laboratornimi rozbory.

Pravé nase vysledky vedly k rozsiteni spekter analyz u tohoto $lechtitelského materialu.

6.3 Lokus Glu-A3

Dal$i vyznamnou slozkou zrna jsou zasobni bilkoviny, které 1ze rozdélit do dvou
zékladnich slozek. Gliadini a glutenini. Ty jsou zakladnimi slozkami lepku (Branlard
et al. 2003). Gluteniny déle délime podle pohyblivosti v SDS-PAGE (dodecylsiran
sodny — polyakrylamidovy gel) béhem elektroforézy na vysokomolekularni (HMW-GS)
a nizkomolekularni (LMW-GS) podjednotky. HMW-GS a LMW-GS tvofi rizné
alelické kombinace podjednotek s rozdilnou pohyblivosti, které jsou podminény alelami
ve velmi silné genetické vazbé, takze charakteristické podjednotky se vyskytuji
spolecné a odrdzeji vazbu mezi alelami. To umoziuje relativné snadnou detekci
alelickych kombinaci v porovnani s ptisluSnymi etalony jednotlivych podjednotek.
Vyskyt jednotlivych gluteninovych alel méd ptimy vliv na technologickou kvalitu
pSenice, zejména toto ma uplatnéni v pekarenstvi (Bradova a Stockova 2010).

HMW a LMW gluteniny maji na rozdil od prolaminl relativné vyssi zastoupeni
aminokyselin obsahujicich siru. Zvlast¢ pak kovalentni disulfidové vazby mezi

cysteinovymi zbytky velmi ptispivaji k tvorbé sloZitych propojeni bilkovinnych vlaken
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mezi sebou, a to i v pribéhu zpracovani tésta, takze vysledkem jsou slozité sekundarni,
tercidlni a kvarterni bilkovinné polymerni struktury, schopné vytvaret stabilni kostru
budouciho pekaiského vyrobku. Pii kontaktu svodou gluteniny spolu s gliadiny
aprolaminy tvofi lepek. Diky jedine¢nému aminokyselinovému slozeni bilkovin
Vv lepku a jejich struktute ziskdvame jedine¢né vlastnosti lepky a potazmo i tésta, které
ma charakteristickou taznost a pruznost. HMW-GS jsou zastoupeny pftiblizn¢ 10 %
z celkového mnozstvi zasobnich proteint. LMW-GS tvoii asi 1/3 z celkového mnozstvi
zasobnich proteini. LMW-GS jsou umistény na Glu-3 lokusu, na kratkych ramenech
chromozomu 1A, 1B, a 1D.

Alelick¢é kombinace gluteninovych podjednotek maji pak piimy vliv
na technologickou kvalitu pSenice (Branlard et al., 2001). Doposud bylo identifikovano
dvacet riznych alel pro tyto proteiny. Pro lokus Glu-A3 jich je sedm (a, b, c, d, e, f, 9),
devét pro Glu-B3 (a, b, c, d, e, 1, g, h, i) a pro lokus Glu-D3 jich mame pét (a, b, ¢, d, e).

Ve vSech vzorcich v hodnocené kolekci se vyskytovala alela Glu-D3d, v Sesti
ptipadech (V1-117-15, V1-129-15, Skorpion, V1-141-15, V1-180-15 a Citrus) byla také
detekovana alela Glu-D3f. Zhang et al. (2012) uvadi, ze ptitomnost alel Glu-A3a, A3c,
A3d a A3f ma pozitivni vliv na odpor a taznost tésta. Takze mizeme konstatovat,
ze nase vzorky maji uréity potencidl pekaiské kvality. Prestoze porosty pSenice,
z kterych byly odebrany vzorky zrna pro analyzy, byly fenotypové homogenni, a tedy
byly pokladany za homozygoty, analyzy prokéazaly u Sesti vzorki heterozygotni povahu,
coz prozradil vyskyt vice typil n€kterych gluteninovych alel ve vzorku. U téchto vzorka
by bylo vhodné provést dopliujici analyzy a potvrzeni heterozygotniho stavu nebo
ptipadného vyskytu piimési. Toto by bylo dulezité zvlast¢ u perspektivnich vzorkd,

které by postupovaly do dal$iho zkouSeni.
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7 DOPLNUJICI INFORMACE

7.1 Péstované genotypy - polni podminky

Analyzovany material pochazi zroku sklizné 2016. Tento materidl byl
vyprodukovan konvenc¢ni technologii na parcelach velkych 10 m?, vzdy ve
4 opakovanich. V tabulce 13 jsou uvedeny vynosy hodnocenych linii a vybrané
parametry jakosti zrna. Hodnocené genotypy jsou v tabulce rozlozeny podle barvy
obilky. Jednotlivé skupiny vykazuji vyznamné rozdily ve vynosech. Znamé komer¢ni
varieta Matchball s ¢ervenym (standardnim) zbarvenim obilky a vynosem 12,01 t/ha
byla pouZita jako kontrola. Primérny vynos odrtid se zlutym endospermem byl 9,75 t/ha
a nejniz$i primérny vynos byl zaznamendn u genotypd s modrym zbarvenim obilky
(8.77 £ 1.14 t/ha). Podle Martinek et al. (2014) Slechténé linie s vysokym obsahem
antokyand, vykazuji niz§i vynos oproti komeréné péstovanym odridém, jelikoz geny,
spojeny sbarvou obilky jsou podminény pfitomnosti negativné pusobicich gent
na stejném preneseném chromozomovém segmentu z planého druhu. Tento nepiiznivy
fakt je podle Garg et al. (2016) kompenzovan vyssi cenou finalnich produktd. Véfime,
ze zpétnym kiizenim s vysoko vynosovymi odridami lze do budoucna dramaticky
navysit vynosy i1 u barevnych pSenic, tak aby byly zajimavé pro bézné péstitele a cena

kone¢nych vyrobkl tak byla srovnatelna s bézné dostupnymi produkty.

7.2 Charakteristika vegeta¢niho roku 2015/2016

V tabulce 13 jsou uvedeny charakteristiky, které jsou vyznamné ovlivnény vnéjSim
prosttedim, tzn. pribéhem pocasi. Proto vramci dopliujicich informaci uvadim
I charakteristiku vegetacniho obdobi 2015/2016, které poskytl Ing. Petr Martinek, CSc.
(Agrotest fyto, s.r.0., Kromé&tiz).

Vegetacni rok 2015/2016 patfil mezi rocniky silné teplé a srdZkov€ normalni
S primérnou, razné¢ velkou kladnou odchylku teplot, vyjimku tvofil pouze fijen
s odchylkou -0,2 °C. Byl velmi nevyrovnany prubéh pocasi. Celkovy ro¢nikovy uhrn
ro¢nik 2014/2015.

Béhem podzimnich mésich a prosince se prohluboval srazkovy deficit

z predchézejiciho ro¢niku. Po srdzkové normdlnim lednu nésledoval mimotadné vlhky
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opct k mesicim srazkové normalnim, i kdyz se béhem tohoto obdobi vyskytlo 20
bezesrazkovych dnt. Vyssi thrny srazek byly zaznamenany v prvni poloviné dubna,
mésic se tak zaradil mezi siln¢ vlhké. Suché mésice kvéten a Cerven 2016, kdy spadlo
Vv priméru 60 % dlouhodobého uhrnu srazek, vystiidal vlhky Cervenec. Vysoky thrn
srazek byl zaznamenan pfi bouikéch s ptivalovymi srazkami 2. a 12. 7. (18,4 mm a 26,3
nameéfila béhem 24 hodin 52,5 mm. Srpnové srazky padaly vétSinou v prvni poloviné
mesice, druhd polovina byla na srazky skoupd a celkové pak patfil srpen 2016
k mé&sicim suchym.

Zima 2015/2016 podobné¢ jako v ptedchézejicich ro¢nicich byla letosni zima velmi
mirna a nepoSkodila porosty ozimid. Nejvétsi mrazy letosni zimy zaregistrovala
ledna 2016. V této dob¢ vsak lezela na zemi snéhova pokryvka s maximalni vySkou do
5 cm. Druhd vlna mrazii se vyskytla od 17. do 24. ledna a posledni vinu slabSich mrazl
letosni zimy jsme zaregistrovali od 25. do 27. Unora. Po siln¢ teplém listopadu
a prosinci, teplotné normalnim lednu a po podnormadlnich srazkach z predchazejicich
meésicl jsme zaznamenali mimotadné teply a také mimotadné vlhky mésic unor, ktery
m¢él pfiznivy vliv na stav ozimii. Tento mésic mél z celého ro¢niku nejvyssi odchylku
od dlouhodobého priméru + 4,5 °C.

Nastup velkého vegetaéniho obdobi s primérnymi dennimi teplotami nad 5 °C se
25. bfezna 2016. Koncem bfezna a pocatkem dubna panovalo velmi teplé pocasi, kdy
maximalni teploty ptfekraCovaly i hranici 20 °C a obilniny zacaly v tomto obdobi
sloupkovat. B&hem tfeti dubnové dekady se ochladilo a byly zaznamenany 1 siln&jsi
mrazy, které poSkodily pfedevSim kvetouci stromy, polni plodiny vSak posSkozeny
nebyly. Jarni mésice bifezen, duben a kvéten se zafadily vroce 2016 K teplotné
normdlnim. V prvni poloviné ¢ervna pievladdalo pocasi teplotné normalni, k citelnému
otepleni doslo ve tfeti Cervnové dekadé, kdy se vyskytly i ¢tyfi tropické dny a primérna
mésiéni teplota pievysila dlouhodoby primér o 2 °C. Cerven 2016 patfil k mésicim
teplym podobné jako nasledujici Cervenec. V tomto prvnim prazdninovém meésici doslo
v druhé dekaddé kvelkému teplotnimu zvratu pocasi, kdy ztropickych dnl

S maximalnimi teplotami nad 30 °C klesla teplota o vice jak 15 °C a primérmé denni
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teploty klesly pod dlouhodoby primér. Také v druhém prazdninovém mésici srpnu se
stiidaly dny s podprimérmymi teplotami Stémi teplejSimi. Celkové vSak nebyl
zaznamenan bc¢hem srpna zadny tropicky den a meésic se tak zaradil k teplotné

normalnim.

Tabulka 13: Vynosové a kvalitativni parametry vybranych genotypii pSenice s Nestandardnim zbarvenim

obilky.
Obsah
Genotyp (t/thl’?’f*) til;lircrlostzl?ls:n gmgtmng‘s]ta (&i:;ll;;lv il‘i)iz:l(:) O(Vs(; %(Ssl,ter(%rl])o (isrllléf;(n
(9) (kg/hl) susiné )
(%)
V1-104-15 Ba 8.45 e-k 40.3 74.3 11.1 258 21 40
V1-106-15 Ba 9.72 b-i 47.9 78.7 12.0 92 36 46
V1-107-15 Ba 9.92 a-h 46.3 76.6 11.2 164 31 13
V1-103-15 Ba 7.89 h-k 40.8 73.6 12.3 276 28 51
V1-114-15 Ba 8.73d-k 50.5 73.9 11.3 340 39 82
V1-116-15 Ba 8.21 f-k 48.2 745 10.5 287 33 94
V1-117-15 Ba 7.62 i-k 46.5 71.0 11.6 400 39 76
V2-88-15 Ba 9.89 a-h 49.4 76.9 11.4 344 32 88
KM 53-14%) Ba 10.93 a-c 48.9 75.9 11.3 390 47 93
V1-126-15 Ba 7.97 g-k 48.0 72.9 11.6 194 38 91
V1-127-15 Ba 8.76 c-k 48.7 73.0 11.0 282 41 94
V1-129-15 Ba 7.50 jk 51.8 75.0 11.3 288 36 92
Skorpion Ba 9.99 a-h 49.7 73.7 10.0 82 33 91
V1-141-15 Ba 7.21k 34.1 74.3 12.8 276 38 49
primér 8.77 46.5 74.6 11.4 262 35 71
V1-180-15 Ye 10.31 a-f 39.8 77.3 11.7 349 46 96
Bona Vita Ye 9.27 c-k 38.1 78.3 154 274 70 60
Citrus Ye 9.66 b-j 43.1 77.4 10.8 219 21 96
priomér 9.75 37.3 77.6 12.0 281 46 84
Matchball**) R 12.01a 41.9 75.5 12.3 349 37 38

Vysvétlivky: Pp — purple pericarp, R — red caryopsis,Ye — yellow endosperm *) linie testované v
oficialnich statnich odriidovych zkouskach, **) komercni variety se standardnim zbarvenim obilky, ***)

hodnoty uvedené ve sloupci se stejnymi pismeny nejsou statisticky vyznamné odlisné (LSD, P <0,05)
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8 ZAVER

Studium pSenice seté (Triticum aestivum L.) je jedno z témat 21. stoleti, nebot’
se jedna o plodinu, ktera vyzivu lidstva provazi od nepaméti, diky svym vyzivovym
hodnotam a vysokym vynostim ze sklizn¢ a v neposledni fad¢ pro jeji chutové vjemy
napfic¢ téméf vSemi kulturami na svété. Do popiedi se dostdvaji nové trendy, v podobé
pSenic s nestandardnim zbarvenim obilky. Jejich zajimavost tkvi v latkdch obsazenych
v obalovych vrstvach obilky. Jedna se o antokyany, pfirodni barviva fenolické povahy,
které maji pfiznivy Gc¢inek na lidsky organismus, zejména pro své antioxidacni uc€inky.
Diky témto latkdm, obsazenym v barevnych pSenicich, by tato plodina mohla dostat
vetsiho véhlasu a vice prostoru v uz tak prehlceném obchodnim prostiedi. V nasi praci
jsme se vénovali molekularnim analyzdm, zalozenym na PCR. V kolekci osmnacti
genotypt, poskytnutym z Agrotest fyto, s.r.o. Kroméfiz s nestandardnim zbarvenim
obilky, jsme detekovali parametry, urcujici kvalitu pSenice, pomoci rtznych
genetickych ukazatelii kvality.

Po izolaci a purifikaci DNA jsme pfesli k analyze genu pro puroindolin, jako
markeru tvrdosti zrna, ktery je jednim z hlavnich ukazatel pro dobrou mlynéfskou
kvalitu a potazmo i ukazatelem vhodnosti k dal§imu zpracovani suroviny pro na rtizné
pecivarenské vyrobky, jako naptiklad chleba, suSenky, nudle atd. Literatura uvadi,
ze tzv. ,tvrdé* (hardness) pSenice jsou vhodné pro peceni chleba, oproti tomu ,,mékké*
jsou vyuzivany pro vyrobu suSenek a drobného peciva. Identifikovany byly dvé alely
lokusu Pina-D1. Pina-Dla, ktera je obvykle ptitomna v planych formach psenice
a Pina-D1b, kde nulova forma byva spojovana s tvrdou obilkou. Dale byly detekovany
tii alely lokusu Pinb-D, v alelickych formach Pinb-D1a, Pinb-D1c a Pinb-D1d. Podle
literatury se nami testované genotypy skladbou alel fadi do tzv. ,,hardness* evropskych
a severoamerickych odrud které, jak uz bylo zminéno, jsou vhodné k peceni chleba.

Dale jsme pokracovali analyzou Waxy gentl, které se vyznamnou mérou, spolu
se zasobnimi proteiny, podili na sloZeni endospermu obilky. Tento fakt zavazné
ovlivituje kvalitu kone¢nych produktii z pSenice. My jsme detekovali jeden genotyp
(V1-104-15) strojici nulovych alel, u kterého leze predpokladat velmi vyrazné nizky
vyskyt amylézy v endospermu. Toto ale bude potieba jesté¢ provétit laboratornimi

rozbory.
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Posledni ¢asti nasich analyz byl rozbor alel v lokusu Glu-A3, nebot geny tohoto
lokusu kéduji gluteniny a gliadiny, zasobni proteiny obilky, zakladni slozky lepku.
Vyskyt jednotlivych gluteninovych alel mad pfimy vliv na technologickou kvalitu
pSenice, zejména v pekarenstvi. Ve vSech vzorcich v hodnocené kolekcei se vyskytovala
alela Glu-D3d, v sesti ptipadech (V1-117-15, V1-129-15, Skorpion, V1-141-15, V1-
180-15 a Citrus) byla také detekovana alela Glu-D3f. Zhang et al. (2012) uvadi, ze
pritomnost alel Glu-A3a, A3c, A3d a A3f ma pozitivni vliv na odpor a taznost tésta.
Takze miizeme konstatovat, Ze nase vzorky maji urcity potencial pekaiské kvality.
Prestoze porosty psenice, z Kterych byly odebrany vzorky pro analyzy, byly fenotypové
homogenni, a tedy byly pokladany za homozygoty, analyzy prokazaly u Sesti vzorki
heterozygotni povahu, coz prozradil vyskyt vice typl né€kterych gluteninovych alel ve
vzorku. U téchto vzorki by bylo vhodné provést dopliujici analyzy a potvrzeni
heterozygotniho stavu nebo piipadného vyskytu ptimési. Toto by bylo dilezité zvlasté
u perspektivnich vzorkd, které by postupovaly do dal$ich Slechtitelskych programii.

Propojenim analyz molekularni biologie, Slechténi rostlin a vhodné ipravy postupt
od zemédélské praxe, po findlni produkt je v blizké budoucnosti potencidl barevnych
pSenic rozvinout do mnohem S$ir$i roviny vyuziti opravdu vysoky. Nebot’ se jedna
0 velké mnozstvi benefiti pro ptipadného pravidelného konzumenta vyrobkii z barevné
pSenice. Nakolik se jedna o benefity spojené s antioxida¢nim ucinkem antokyand,
vyhodami konzumace celozrnné mouky a v neposledni fadé mnohdy atraktivnim
a nevSednim vzezienim konecnych produkti.

Vypracovani této diplomové prace mi umoznilo osvojit si aplikaci metod
molekularni biologie na Ustavu biologie rostlin, praci s vefejnosti pii riiznych akcich
tykajicich se osvéty a problematiky barevnych pSenic, nesmirné rozsifeni obzort

a moznosti seznameni a konzultaci s vyznamnymi odborniky i mimo uzemi univerzity.
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