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ABSTRAKT

Studium variability DNA pSenice

PSenice seta je jednou z nejvyzndjdith zengdélskych plodin, své vyuziti nacha-
Zi nejen v krmivéstvi, ale pedevSim v potravirfatvi. V poslednich letech se z&imje
velky zdjem na pSenice s netradm zabarvenim obilky, n#ép purpurové, Zluté
a modré. Toto zbarveni je igobeno firodnimi barvivy, ktera maji prokazatélpozi-
tivni vliv na Zivé organismy. Proto se usiluje augiti barevnych pSenic také v lidské
vyZivé. Tato prace je za#hena na detekci alelického sloZzeni na lokusetihRA3 Pina,
Pinb a nulovych aleMWaxygeni, pomoci molekularnich markerzalozenych na PCR.
Pekaska kvalita se odviji od slozeni zasobnich bilkpglteniri a gliadini a jejich
pomeéru. Déle je vyznamny obsah Skrobu v obilkach a groamyl6zy a amylopektinu.
V neposledniradé ovliviiuje mlyn&skou, resp. krmnou kvalitu tvrdost obilek pSenice.
Pomoci molekularnich analyz u 13 testovanych geiosybilym (1 genotyp), purpuro-
vym perikarpem (8), Zlutym endospermem (4) byla sdo@ alelicka variabilita
v lokusechGlu-A3 Pina-D1, Pinb-D1 a byly detekovany nulové alely na lokugix-
Bl Ziskané vysledky jsou vyuzitelné ve SléchitpSenice s netrattiim zabarvenim
obilky.

Kli¢ova slova: pSenice seta, molekularni markery, mmakekularni gluteninyWaxy
geny, tvrdost obilek.



ABSTRACT

The study DNA variability of wheat

Common wheat is one of the most important agricaltplants, their use is not only
feeding, but especially in the food industry. leaet years, great interest is focused on
the wheat caryopsis unusual coloration, e.g. puypliow and blue. This coloring is
caused by natural dyes, which have evidently p@sitmpact on living organisms.
Therefore, the aim is to use colored wheat aldwiman nutrition. This work is focused
on the detection of allelic composition at I&iu-A3 Pina, Pinb and null allele’sNVaxy
genes, using molecular markers based on PCR. Bne&dig quality depends on the
composition of storage proteins, glutenins anddghig and their rate. It is important to
the starch content in caryopses and the ratio gfaea and amylopectin. Milling, resp.
feeding quality is affected by the hardness of wisaayopses. Using molecular analysis
in 13 genotypes with white (1 genotype), purplegaep (8), yellow endosperm (4) has
been described allelic variation at the lo€sis-A3 Pina-D1 and Pinb-D1, and null
alleles at locusVx-Blwere detected. The obtained results can be usetieat breed-

ing with an unusual coloration of kernels.

Keywords: common wheat, molecular markers, low i weight gluteninsy\Waxy

genes, hardness caryopses.
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1 UvoD

Jednou z nejvyznandjgich plodin je pSenice set@r{ticum aestivuni.). Své vyu-
Ziti nachazi v potravirtatvi, predevsSim ve vyrob peiva, tstovin, suSenek atd.,
ale také jako krmiva pro hospadlly vyznamna zvata a v neposlednifads
ve zpracovatelském pmyslu @i vyrob¢ lihu a Skrobu. PSenice si cenime pro jeji hlavni
produkt, obilky, které jsou zdrojefady dilezitych latek jako bilkoviny, mineralni latky
a vitaminy. V pipadt pSenice s barevnymi obilkami havme také o obsahutipodnich
barviv, jako jsou karotenoidy a anthokyany. Anthaky jsou Zadané pro své antioxi-
dani Winky v Zivych organismech, kde se vazou na volmékédy a zamezuji tak je-
jich Skodlivym vlivim. VétSina dnes ¢stovanych pSenic je hexaploidni, jejich genom
se sklada zetitraiznych genori AA, BB a DD. Tato podoba pSenice vznikala postup-
nym kiZzenim planych druh

U pSenice seté se kladérdz na pekiskou kvalitu, ktera je udavanakolika dile-
Zitymi kritérii. Zastoupeni nizkomolekularnich ghaini na lokusu A Glu-A3) ovliviu-
je kvalitu lepku. Proteiny ovliwijici tvrdost obilky Pin) a nulové alelyWaxy gen,
hraji dilezitou roli ve sloZeni a obsahu Skrobu v obilk&¢®echny tyto sloZzky vykazuji
uréitou variabilitu. Variabilita neboli polymorfizmus sekvencich DNA je studovan
pomoci DNA market, zaloZzenych na polymerazovéizoveé reakci (PCR). Diky nim
je mozné popsat nebo odliSit jednotlivé intly, ale také charakterizovat alelické slozeni
v lokusech sledovanych genAnalyzy polymorfizmu ndm mohou pomodii yybéru
odnid pro pek#ské &ely, pro zvySeni &innosti Slechtni atd.



CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na problematiku stugolymorfizmu DNA

u pSenice se zatfenim na markery asistovanou selekci.

Izolace genomické DNA vybranych genotypSenice s purpurovym perikar-
pem.

Praktickd aplikace metod studia polymorfizmu DNAozanych na principu
PCR.

Vyhodnoceni vysledka jejich interpretace.



3 LITERARNI P REHLED

3.1 PSenice setaTriticum aestivumL.)

3.1.1 Systematické z#azeni a pivod

Rod pSenicgadime doceledi lipnicovitych Poaceag RozliSujeme 3 podskupiny
liSici se v potu sad chromozot Skupina diploidni pSenice (2n = 2x = 14) zahrnuje
planou formu pSenice jednozrnky.(boeoticuml.) a kulturni formu pSenice jednozrn-
ky (T. monoccocurh.), kterA ma na rozdil od plané ntéwzpadavy klas. PSenice jed-
nozrnky maji obvykle k&tenstvi tvédené Gzkym, plochym slozenym klasem (lichoklas)
s dwma kvitky. Diploidni pSenice nemaji v s@sné dob velky pestitelsky vyznam.

Mezi tetraploidni pSenice (2n = 4x = 28Jireme z#adit predevSim pSenici tvrdou
(T. durumDesf.) s neldamavym k¢enstvim, dlouhymi osinami a sklovitou, neochsty
nou obilkou, ktera je vhodna pro vyrohistovin. Tato pSenice je¢ptovana v jiznich
statech Evropy jako jarni forma.

Nejvice gstovanou skupinou v Evrép ve s¥té je skupina hexaploidni pSenice
(2n = 6x = 42), a to pSenice sefa éestivuni.) a pSenice Spaldd (speltal.). Nejvy-
znammjSi pSenice setd ma nelamawyzm husty lichoklas, osinaty nebo bez osin. Tato
pSenice ma 4 variety erythrospermum, ferrugineum, milturuautescenskteré prav-
dépodobr vznikly ze Spaldy. PSenice Spalda séataroz&iovat az v poslednich letech
jako ozimd ijarni forma. Je vyuzivana k vy&otsstovin, jeji klas jeridSi, lamajsi
a obilky jsou pevé uzawené v pluchach (&oLkA et al., 2005).

Archeologické udaje poskytlyaazy, Ze pSenice spdl@ s j&menem byly prvni-
mi domestikovanymi druhy rostlingptovanymi uz v pozdni délkamenné (GNCHA-
ROV et al.,2008). Rvod polyploidnich druth pSenice méa dlouhou historii, diky pouzi-
vani tiznych botanickych klasifikaci a ndzypro jeden druh vznikajiizné nesrovna-
losti (GoONCHAROV, 2011). Byly provedeny molekularni analyzy, nacjej zaklad se
zjistila shoda u tvejSich evolénich druti. Na zaklad sekvenci jadernych DNA
a chloroplastovych DNA byl stanoven fylogenetickyom, zahrnujici rodyTriticum
aAegilops (Obrazek 1). Bylo prokadzano, Ze rdditicum (T. urartu, T. boeticum,

T. monococcurh.) byl darcem A genomwAegilops speltoidek. byl darcem B genomu

10



pro vSechny polyploidni druhy pSenice, zatimco aptastové genomy diploidnich
druhi Triticum se podobaji spiSe ostatnim dioh Aegilops Jaderné Acc-1
aPGK-1geny byly pouzity jako molekularni markery pro gemnoA a B roduTriticum.

U téchto geri ale nebyla zjigiha zadna variabilita v ramci polyploidni pSenice.
V diploidnim A genomu roduriticum ale byly detekovanyiit varianty €chto gei.
Az podrobna analyza ukazala, Ze jedn&chtb variant byla fedkem pro vSechny
A genomy vSech polyploidnich draffriticum. Druha varianta je velmi blizka genomu
B z Aegilops speltoides. a feti je unikatni pro plané diploidni pSenice. Plée&a-
ploidni pSenice nebyly objeveny, je prottejmé, Ze vznikly kZenim tetraploidnich
pSenic T. dicoccumnebo T. durum a mnohositu TauschovaAe. tauschii(KIHARA,
1944). Donorem genomu D bylegilops squarrosd.. (nebo takéAegilops tauschii
Coss). Jako prvni hexaploidni druh byl popsanticum antiquorum nalezeny

v archeologickych vykopavkach ve Svycarskio{@HAROV et al.,2008).

Prototyp (2n = 14)

/

T.* ificum Aeﬂﬂops

/ \ Ae. speh‘ord@s

T. boeoticum  T. wrartu  Ae. spe]rmdes de. spei’ro:des Ae. squarrosa (2n = 14)

bAb "_A” DD
i mamncum 2?1 =28 T monoc‘occum Triticum (2n = 28)
GGA°A" BBA“A"
T. zhukev sk‘u ( 3?: =42 T. aestivim (2n = 42)
GGA" A4 4" BBA"A"DD

Obrazek 1 Schéma evoluce pSeniGeNcHAROV, 2009

3.1.2 Anatomicka a morfologicka stavba

Zarodek rostliny je ulozen natietni straa obilky, je kryty oplodim a osemenim.
V apikalnicasti nalezneme vegeétd vrchol s listy a na protilehlé striase nachazi hy-

pokotyl se zaklady 3-5 kmka. Zakladem primarniho kinku je radikula, kryt&epi-

11



kou (koleorhizou), kteraipkli¢eni pronika oplodim. Zaroytevznikaji adventivni kie-
ny, také uloZzené v embryu.

Stonek tvdi stéblo, které je duté, obvykle z 5 internodii ziMé¢erymi jsou kolénka.
Stéblo se od baze zuzuje&em ke klasu. Z kolének vistaji listy, jejichz pochva ob-
jima stéblo &aste&ne jej zpewuje.

Listy pSenice jsou iisedlé, tvdené cepeli a pochvou, na jejichzigehodu
se nachazi kratky, vroubkovany jé&ei. Po stranach listové pochvy nalezneme par ma-
lych ouSek, obvykle pokrytych trichomy. U prvnidkti tvori ouska pouze rudimenty,
nejsou pl& vyvinuta a u poslednich lisjsou naopak zaschla.

Rostliny pSenice tvd kvétenstvi ze sloZzeného klasu, jehoz zaklademigteno,
které ma podobhjako stéblo jednotlivélanky a kolénka. Nareteno pisedaji jednot-
livé klasky s d¥ma az pti kvitky a dwma plevami. Kvitky jsou chré&ny z vrgjSi stra-
ny pluchami, ze kterych e vyfistat osina a z vriti strany pluSkami. Otevirani kvit-
ku pro opyleni je zajisho dwma plenkami (lodikuly), umighymi na spodni stra&n
semeniku. Nezbytnou s&asti kwtu jsou tyinky a pestiky. Tyinky, tvorené nitkami
a prasniky, vyistaji ze semeniku (MoLKA et al., 2005).

Plodem je obilka, skladajici se zé zakladnichtasti — obaly, endosperm a embryo
(Obréazek 2). Obaly jsou tvené oplodim a osemenim, pod kterym je vrstva ateiro
vych burgk, priléhajici k endospermu. Oplodi je nejvréfsi ¢cast obilky, tvdena ne-
rozpustnou vrstvou celulosovych kiln ktera chrani zrnoipd mechanickym poskoze-
nim. Pod oplodim nalezneme osemeni, kde jsou jediodiena sktera barviva, zodpo-
védna za vzhled obilky, ale také polysacharidy, sdéopézat vodu. Obalové vrstvy
jsou obvykle sotasti otrub. Aleuronova vrstva obsahuje vysoky pbdKovin (30%)

a mineralnich latek. &dy je ozné&ovana jako v§Si endosperm a podle typu mleti se
dostava také do otrub nebo sézm stat sotasti mouky. Endospermove itky maji
nepravidelné trojuhelnikové tvary a jejich ngfi ¢ast tvdi Skrobova zrna aizné veli-
kosti a tvaru. Embryo obsahuje velké mnozstvi enzgmag. o -amylaza), které nejsou
piiliS Zadouci v mouce vzhledem ke svym schopnost&pit Skrob, a tim sniZzovat kva-
litu vyrobku. Proto byva embryoi@d mletim mechanicky odsttavano, pipadré se

pridavaji inhibitory enzyra (PRIHODA et al., 2004).
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Obrézek 2 Obilka pSenice na podélné&nu. A — endosperm, B — oplodi, C — testa, D —

aleuronova vrstva, E — kBk. Upraveno dle RoJAN et al. (2014).
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3.1.3 Chemické sloZeni obilky

Z hlediska obsaZenych Zivin ragdjeme sloZeni obilky nadkolik kategorii. Nej-

dulezitjSimi latkami jsou sacharidy, lipidy, bilkoviny,taminy a mineralni latky.

Sacharidy

Polysacharidy tvid nejwtsi podil obilky (50 — 70 %),ipdevSim ve forrhSkrobu,
ktery je tvaen slozkou amylopektina amylosy, dale hemicelulésou, pentosany, celu-
l6sou, glykolipidy a glykoproteiny (UGAR et al, 2008). Jedna se o organické &+
ny ze skupiny polyhydroxyderiviakarbonylovych kyselin (GRNELL et al., 1994).

Bilkoviny

Bilkoviny jsou vysokomolekularni sléaniny, jejichz zakladni stavebni jednotkou
jsou aminokyseliny. Jejich mnozstvi v suSikolisa od 8 do 20 %, ale obvykle
se pohybuje mezi 12 — 13 %. Velky vyznam maji bilkg z hlediska technologické
kvality mouky a v oblasti nut#ni a krmné hodnoty. Ne§tSi ¢ast bilkovin je uloZzena
v endospermu a aleuronoveé vistdejich vlastnosti jsou zavislé na strukturnimaiép
dani. Podle rozpustnostitteme pSewiné bilkoviny rozdlit na 4 skupiny: albuminy
(rozpustné ve vag), globuliny (rozpustné v solnych roztocich), gliad (prolaminy),
které jsou rozpustné v 70 % ethanolu, a gluteriagt€ne rozpustné veiednych roz-
tocich kyselin a zasad. Gluteniny a prolaminy zéfiavori zasobni bilkoviny a byvaji
casto oznéovany jako lepkové bilkoviny (@RNELL et al., 1994, RUGAR et al., 2008).
Z této skupiny bilkovin jsou ale néjlgZit¢jSi z hlediska pekaké kvality polymerni
gluteniny a monomerni gliadiny, o kterych pojedn&sgitola 3.1.4.

Lipidy

Z chemického hlediska jsou lipidy estery vySSichbkaylovych kyselin. Zdchto
jsou nefastji zastoupeny kyselina linolova, olejova a fosfgtidkteré maji podstatny
vyznam i skladovani obili a mouky —&tenim fosfatid dochazi k uvalovani kyseli-
ny fosfor&né a mastnych kyselin, a tim se zvySuje kyseloalSibhi oxid&nimi proce-
sy pak dochazi ke Zluknuti a zhorSeni senzorickditigy

Obsah lipidi v obilce je porarné maly (1,5 — 3 %), ale ifpsto ma dlezitou roli.
Nejvice lipidi se uklada v ktkové oblasti obilky (ORNELL et al.,1994).
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Vitaminy

Diky své funkci biokatalyzatérjsou nepostradatelné pr¥adu Zivych organisin
Vitaminy jsou nizkomolekularni sl¢éaniny, v obilce ukladané v KKu a vrst¢ aleuro-
novych bugk. Tyto ¢asti se ale zpracovanim dostavaji do otrub a krmaéky a jen
mala ¢ast vitamini je obsaZena iv bilé mouce, kterou konzumujemmgikA et al.,
2005).

Mineralni latky

Mineralni latky jsou v obilce zastoupeny 1,4 — 3Mtezi nejdileZit¢jSi fadime fos-
for, draslik, siru, vapnik, heéik, sodik, mangan, zinek, &ti a b6r. Podobh jako
u vitaminmi se mineralni latky nachazeji v obalovych vrstvatiiky a klicku, a proto
jsou tyto latky mletim ztraceny a v bilé moucegpch obsah velmi maly (®OLKA et
al., 2005).

Barviva

Dulezitou sloZkou jsou také rostlinna barviva, vyskiti se témi ve vSech orga-
nech nejen u p3enice, ale u v3ech vy3sich roBilidime sem napxanthofyly, karote-
ny, ale pedevsim anthokyany, o kterych pojednava kapit@ad3.

3.1.4 Pekarska kvalita

Jakost pSenice se hodnoti hnedilzatika hledisek na zaklgdurcitych standard
a pozadavk spotebiteli. Pati sem technologicka jakost, hygienicka jakost, idotr
jakost, senzorickd jakost a uzitna jakost. Pelké kvalita se testuje jako s@st techno-
logické jakosti (ZmMoLKA et al.,, 2005). Jeji soasti je obsah bilkovin, mnoZzstvi
a vlastnosti lepku, sedimetd hodnota,cislo poklesu a fyzikalni vlastnostésta.
Na zaklad téchto vlastnosti pak éZeme rozdlit pSenici do nasledujicich jakostnich
skupin (NovoTNY a HuBik, 2006):

E — elitni — vynikajici jakost,

A — kvalitni jakost — dobra pekska jakost,

B — chlebovéa jakost — vhodna dod&sh)

C — krmna jakost — nevhodna pro pisdkae tely.
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PSenice a jeji druhy jsou uz po mnoho staleti wam@ajako zéklad pro vyrobu pe-
¢iva a na zéklagltoho je posuzovana jeji kvalita. N&§i podil pSeriné mouky tvoi
Skrob (70 — 75 %), voda (14 %), bilkoviny (10 —%3, tuky (2 %), enzymy (1 — 3 %)
a dalSi minoritni slozky. Nejvyznam§8i slozkou jsou bilkoviny, zodpéané
za schopnost udrzeni plynpro objem pé&va (SUkovA, 2012). Kvalita bilkovin
se hodnoti pomoci Zelenyho testu a podjednotkyegini se zji§uji SDS (dodecylsi-
ran sodny) elektroforézou v polyakrylamidovém gelio se tye nejvyznamésSich
bilkovin, jedna se o bilkoviny ze skupiny gluteinim gliadini, které tvdi lepek. Gilezi-
ty je také jejich porér. Kvalitu lepku se hodnoti pomoci tzv. gluten irdektery udava
pevnost lepku. Velmi pevny lepek j&Zko zpracovatelny, naproti tomu nizké hodnoty
gluten indexu ukazuji na slaby lepek, taktéz newyo&rome lepku jsou dlezité i jiné
faktory jako je Skrob, jehoz obsah uloZeny v bilkoé matrici udava tvrdost zrna, kte-
ré je gimo umeérné kvali€. Na viskozitu &sta maji zase zasadni vliv polysacharidy pen-
tosany. Vyznam& mohou kvalitu také ovliwovat enzymy, nap a -amylaza, Spici
Skrob na jednodusSsi sacharidiy kli¢eni zrna,cimz se sniZzuje kvalita pwva (BoTH
a CHLOUPEK, 2005).
jsou obvykle odidy pSenice, rok sklizh lokalita, posklitové zachazeni, délka
a podminky skladovani. Tyto faktory se kazdokomeéni, a proto je nezbytna neustéla
kontrola kvality (SECc a HRUSKOVA, 2009).

3.2 Barevné pSenice

Prvni studie o &di¢nosti zbarveni organpsenice byly provashy klasickymi expe-
rimenty, zaloZzenymi na segregaci a aneuploidii.djpdyly provadcny podrobijsi
molekularni analyzy a prozkouméany geny zodjplmé za pigmentaciiznych organ
(ZEVEN, 1991). Rizné alely v lokusech tmji charakteristické zbarveni, poskytujici
rozliSitelné fenotypy. Proto jsou barevné znakp@ar pouzivany v taxonomické klasifi-
kaci (stanoveni poddrihpSenice) a certifikaci odld (ousko, koleoptile). Zbarvenin
kterych organ psenice je zjsobeno rostlinnymi barvivy, anthokyany (kapitol2.3)

a ma adaptivni vyznam, jako rfapyssi odolnostervené pSenice proti biotickym vli-
vam. Diky zbarveni jsou pSenice zarawhodné pro genetické a molekulamgenetic-

ké studie (KILESTKINA, 2013). Odiidy pSenice s vysokym obsahem anthokyamaji
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velky potencial pro vyuZiti v potravikstvi jako prevence proti onemagn (ZOFAJOVA
et al., 2012).

V souwasné dob je znamo wkolik raznych typi barevnych pSenic, krafrtypickeé
bilé acervené také Zlut4, purpurova a modra. Modré pigyjeathazime v triploidni
aleuronové vrsty obilky. Tyto modré odrdy byly objeveny v prvni polovin
20. stoleti, na zakl&mezidruhového #zeni mezi pSenici a jejimiripuznymi druhy.
Vzhledem k tomu, Ze oplodi se sklada z rrsktého pletiva, jeho barva bude udavana
matdskou rostlinou. Totoi#zeni bylo provaého primari za &elem zlepSeni vlastnos-
ti pSenice (nap rezistence &i chorobam a Skidcim, vySsSi odolnostiti klimatickym
podminkam, vysSi vynos atd.). Jednintedii modré pSenice je pragpodobr pSeni-
ce jednozrnkaT(riticum boeticurmeboTriticum monococcuin Thinopyruma jiné [i-
buzné druhy (EVEN, 1991). Modra barva je &mvana kodominantnimi gerBa (MAR-
TINEK et al., 2011).

3.2.1 Cervena a bila psenice

U pSenice setéTtiticum aestivurmlL.) je k&zné bilé a&ervené zabarveni zrnagZ
VEN, 1991). Bilé zbarveni udava sestava recesivnigh ztimcocerveneé zbarveni je
podmirgno 1 — 3 dominantnimi alelar®Alana chromozomu 3AL, daRBlbaRD1h
Prvni studie o genetickych zaklade@drvené barvy obilky pSenice se objevily na po-
¢atku 20. stoleti. R. Biffen pozoroval monogenni dwamtni typ v ddi¢nosti zbarveni
zrna (BFFeN, 1905). V roce 1914 poprvé H. Nilsson-Ehle poukdmapitomnost i
nezavislych dominantnich génkteré uéuji ¢ervené zbarveni zrna. Zaraverokazal,
Ze perioda dormance rigta v zavislosti na davce genu, ktery tuto vlagthio$ (NiLs-
SON-EHLE, 1914). Do poloviny 20. stoleti byly provémy klasické genetické analyzy.
Vyvoj molekularnich metod umoznil detekaichto geri piéimo na chromozomech
(KHLESTKINA, 2013).

3.2.2 Zluta psenice

Zlutg zbarvené p3enice se vy2nf Zlutym endospermem, obsahujicim karotenoidy
a zeaxantin. Tyto latky jsou c&mé pro sve antioxidai inky ajako prevence

pro degenerativni onemaari ocni sitnice. Endosperm sefi pmleti dostava imo
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do mouky, atim ji dava vysledné zbarvenia@iNEK et al., 2011). Velmi Zadané
je zluté zbarveni endospermui pryrob¢ téstovin z tvrdé pSenice. Ukazalo se ale,
Ze vysoky obsah karotéra xantofyli v semolig nedava vzniklym d&stovinam syjsi
zbarveni. Je to diky enzyim obsazenym v tvrdé pSenici, které tato barvivlemaji,
aproto se do kowgeého produktu nedostanou oBHORNA, 2010). Zluté zbarveni
je udavano genyPsyl aPsy2 lokalizovanymi na 7. skupé chromozonmi 7A a 7B
(MARTINEK et al., 2011).

3.2.3 Purpurové pSenice

Pigmentace anthokyany se u pSenice sét&erobjevit ténsi ve vSechtastech rost-
liny, nap. koleoptile, ouska, listy, plevy, pluchy, osinyapniky atd. Nejvyznandjsi
z hlediska potraviriatvi je ale jejich obsah v obilkach KESTKINA, 2013).

Purpurovy pigment se nachazi v oplodi obilky (pemi. Existence pSenice
s purpurovym perikarpemfipahovala pozornost édeckého ssta uz v 19. stoleti.
Do Evropy byla pSenice s purpurovym zrnem Rajistribuovana piatkem 20. stoleti.
Purpuro¥ zbarvené pSetmé obilky byly poprvé zaznamenany Ludwigem Wittmarc
kem v roce 1879. Vzorky této pSenice shromazdibdahMaria Hildebrandtdnem své
cesty do vychodni Afriky v letech 1872-73 a nastetigly uchovany v zeguglském
muzeu v Berlia. Do Némecka byly z Etiopie poslany dva vzorky tetrapléig8enice
panem W. Schimperem. Prvni z nich, tzv. Arraseitd, lysé plevy, purpurové zrno
a rostliny byly osinaté. Tyto vzorky byly oztemy jakoT. durumvar. arraseita Druhy
vzorek byl identicky s vararraseitg ovSem plevydchto rostlin byly zbarvenéerrg.
Tento typ byl oznéen jakoT. durumvar. schimperi Tato givodre tetraploidni pSenice
byla pozdji pievedena na hexaploidni pSenici setoevih, 1991).

Prace na genetické podstaurpurové pSenice byly zpomalovany tim, Ze tentakz
je exprimovan v matském pletivu. Exprese takéde byt vyraza ovlivnéna proste-
dim, a tim pak dochazi kznym segregmim pongram. V roce 1965 naSel Cropp je-
den dominantni gen pro purpurové zbarveni zrnajaordky pozdji Mcintosh a Baker
objevili dalSi dva dominantni geny s moznymi dagicimi (€inky (ZEVEN, 1991).

Na hexaploidni urovni byly nalezeny dva nezaviséygpravdpodobré lokalizo-
vané na chromozomech 3A a 7B. Je zajimavé, zer@dpro ¢ervenou barvu) se také
nachazi na chromozomu 3A, zatimco geny pro purgustéblo Pc) a koleoptile Rc2
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jsou umistny na 7B chromozomu €/EN, 1991). Purpurova barva perikarpu je deter-
minovana genyPp, které se nachazi na sedmé homeologické skuginomozon.
VyuZziti purpurové pSenice v potraviisévi je doportiovano pro vyrobu celozrnného
petiva, vzhledem k faktu, Ze perikarp je spiSe powéharstva aasto se f mleti do-
stava pedevsSim do otrub (WRTINEK a VYHNANEK, 2014).

Zbarveni perikarpu a aleuronu bylo vyuZito jako kearnagiklad pro pSenice
se specialni vyzivovou hodnotownfFFAR et al., 2013). Kultivary pSenice s vysokym
obsahem anthokyénmaji velky potencial pro vyuZziti v potravifsvi jako prevence

proti onemocaini (ZorFAaJovAet al., 2012).

3.2.4 Anthokyany

Anthokyany jsou obe@n popisovany jako bioaktivni latky, zodpainé
za antioxidani a fotoprotektivni funkce. Bylo prokazano, Ze maicité blahodarné
Ucinky pii oxidanim poskozeni (KNG et al., 2003). Nkteré studie poukazuji na fakt,
Ze onemoc#ni jako diabetes, rakovina, Alzheimerova chorolmphkarni srdéni one-
mocreni a starnuti jsou spojeny s oxidativnim stresenth8kyany si ziskaly pozornost
diky svym protizagtlivym, antimutagennim a protirakovinnym vlastn@stéZorFAJOVA
et al., 2012). Vzhledem ke svym pozitivniginkim na Zivé organismy jsou jiz dlouha
léta vyuzZivany jako velmi Zadana nahrazka syntgtickoarviv (MARKAKIS ed.,1982).

Anthokyany jsou jednou z nejvyznaggich skupin rostlinnych pigmeintVysky-
tuji se téndt u vSech vysSich rostlin a nalezneme je ve v&astech rostliny, nejvice
vSak v k¢tech a plodech (MRKAKIS ed.,1982).

Modré, fialové, cervené nebo oranzové zbarveni rostlinnych pletiorganm
u pSenice ale i obe&nu wtSiny vysSich rostlin je Zsobeno prav anthokyany. Jsou
to fenolické slogeniny zvané flavonoidy,ipdstavuji skupinu ve védozpustnych fi-
rodnich barviv (HFAJovAet al., 2012). Jsou to sekundarni metabolity, simistribuo-
vané v rostlindch. Mnohé flavonoidy maji u rostlinizné biologické funkce detng
ochrany proti UV zéeni a fytopatogeny, transport aukirsignalizace &hem nodulace,
ale také zbarveni kKt jako vizualni signal fitahujici opylovée nebo zbarveni jinych
rostlinnych orgafi. Mimo to jsou zodpo¥dné za zbarveni listna podzim (ERREYRA
et al., 2012).
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V souwtasné dob je zajimavou otdzkou osud anthokganlidském &le po jejich
konzumaci, protoZe jejich obsah ko detekovatelny (\WNG, STONER, 2008). BZné
konzumni anthokyany jsou obsaZzeny v ovoci a zetenlgjich obsah jeteny, avSak
nej\vetsi mnozstvi jich obsahuji biorky, hrozny, bezinky a ze zeleniny ritgad lilek
(CuiFFORD, 2000). Kromd ovoce a zeleniny jsou anthokyany obsazeny také
v obilovinach, nap fialova kukuice, ¢erna atervena ryze, modra a purpurova psenice
(ABDEL-AAL et al., 2006). NeépstgjSi anthokyany obsaZzené v pSenici jsou kyanidin
(cervena barva), delfinidin a peonidin (modra baryp&largonidin (oranZovad@rvena
barva), petunidin a malvidin (fialova barva). Mntvisanthokyali obvykle nabsta
pii zrani, poté se ale snizujeq#ajovAet al., 2012). Kyanidin-3-glukosid se mimo jiné

vyskytuje i u modré a purpurové pSenics¢RIBANO-BAILON et al., 2004).

3.3 Markery

Markery se obeanpouzivaji k identifikaci Zadoucich g&nPrvnimi pouzivanymi
markery byly tzv. morfologické (také viditelné paoiprfizmy). BohuZel ale odhalovaly
jen malou variabilitu, protoze #ty jen nékolik fenotypovych variant a jejich exprese
muze byt ovlivréna vrejSim prostedim (LRBAN, KRiZANOVA , 2008). Mimo jiné existuji
také biochemické markery.

Molekularni markery nam poskytuji informace o akfich variacich v daném lo-
kusu. V pfibéhu let pokroky v molekularni biologii vedly k zawwd mnoha novych
typt molekularnich markér Prvnimi molekularnimi markery byly allozymy. Jsou
to proteiny, obvykle enzymy. Polymorfizmus byl deiean pomoci nativni gelové
elektroforézy, ktera roztuje molekuly podle velikosti a naboje, dané amysstino-
vym sloZenim. Nevyhodowdhto market je, Ze odhaluji jen po&mné malou variabilitu
oproti DNA marketim, nejsou fimé a malo citlivé (SHLOTTERER 2004).

Pro detekci polymorfizmu v sekvenci DNA se d&tji pouZivaji DNA markery,
které maji oproti bilkovinnym markém n¢kolik vyhod. Analyzy bilkovin jsou zavislé
na expresi kodujicich sekvenci, zatimco DNA analymiZzeme odhalit polymorfizmus
v exonech i intronech. DalSi velkou vyhodouza byt fakt, Ze DNA markery neovliv-
nuje stupé vyvoje rostliny ani podminky gstovani. Diky tomu je mozné detekovat
genotyp rostliny i ve velmi ranych fazich vyvojezcbilkovinné markery také neumoz-

nuji (GALOVA et al.,2011).
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3.3.1 Typy genetickych markeni

V poslednich letech byly molekularni markery dostipjak v Ziv@isSnych,
tak v rostlinnych systémech pro zakladni i aplike&atudie. Jednim z hlavnich pouZziti
molekularnich markérje sestavovani podrobnych fyzickych a genetickgistomozo-
malnich mapiznych organisrin DalSim vyznamnym vyuzitim molekularnich marker
u rostlinnych systéinje také zlepSovanicinnosti konveriniho Slechini rostlin pomoci
negimeho vykru skrz molekularni marker — lokus pro kvantitatiznak (QTL). Hlav-
ni aplikace markér jsou genetické diagnostiky a charakterizace tmansbvanych or-
ganisnii, fylogenetické analyzy apod. Kazdy marker je spageutitymi vyhodami
a nevyhodami, které zavisi na daném vyuziti. MarketiZzeme obechrozdlit do na-
sledujicich i skupin (QPTAet al.,1999):

 DNA markery zaloZzené na hybridizaci se sondou ymokfizmus délky re-
strikénich fragment (RFLP), DNA fingerprinting,

* DNA markery zaloZzené na PCR — nadhodn& amplifikaagnporfni DNA
(RAPD), délkovy polymorfizmus restidke S€pené amplifikované DNA
(CAPS), tandemova opakovani kratkych sekvenci (S@kta se sekvéni
adresou (STS), apod.,

* DNA markery zaloZzené na DN&pech a sekvencovani - jednonukleotidove

polymorfizmy (SNP).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

RFLP byly jako prvni pouzity v mapovani lidskéhengmu a poziji i mapovani
rostlinnych genorin. RFLP je nejspolehl&Si metodou, ktera fize byt pouZzita
k presnému vyhodnocovéani genolyfMoHAN et al., 1997). Restréni endonukleazy
jsou schopny rozpoznat kratké sekvenceaitSDNA na gesném mist Po nadtpeni
dostavametizr¢ dlouhé fragmenty, které jsou separovany pomocaicagaé elektrofo-
rézy a dale feneseny Southernovynmrgmosem na membranu nebo hybridizovany se
znaenou sondou pro vyslednou detekcA(GVA et al.,2011).

Vyhodou je, Ze RFLP vyuziva kodominantréidédnost a nize ukit jedinetny lo-
kus. Jestlize pouzijeme cDNA kédujici znamy gerojakarker, nizeme identifikovat

pozici specifického genu na chromozomu. Analyza RE & naréna na pracovni silu
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i casow. Oproti tomu jsou metody zaloZzené na PCR relatjgdnodussi (MHAN et al.,
1997).

DNA fingerprinting

Polymorfizmus DNA fingerprintingu vznik& dikyizné délce na§penych fragmen-
ta. Technika je podohinjako RFLP zaloZena na DNA hybridizaci. DNA se BpBte-
strikénimi enzymy a vzniklé fragmenty jsou hybridizovasy syntetickymi sondami.
Sondy jsou tviené oligonukleotidy, komplementarni k SSR (jedndduopakujici se
sekvence). Vyhodnoceni také probiha pomoci geltekéreforezy.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Nahodre amplifikovana polymorfni DNA, poprvé byla popsaneoce 1990. Jedna
se o kratké primery (obvykle kolem 10 bp), které s&éhodd navazou
na komplementarni mista v genomu studovaného agani Diky RAPD primeru
je mozné amplifikovat fragmenty ¢iteho lokusu, ktery je &tSinou dominantni. Nevy-
hodou ovSem je to, Ze pomoci RAPD neni mozné ibdidgninantniho homozygota od

heterozygota (&LOVA et al.,2011).

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

CAPS technika vyuZziva resttikich enzynmi pro nastpeni fragmentu, ktery nema
délkovy polymorfizmus. Restrikci se fragmémt doda polymorfizmus ozgavany
jako CAPS. Dale se vyuZivaji primery specifické gemy lokus, syntetizované na za-
klack RAPD fragment nebo sekvenci cDNA a nésledna vizualizace pomlekirefo-
réz (GALoVA et al.,2011).

AFLP (Amplifies Fragment Length Polymorphism)

Tato technika je zaloZzena na PCR. VyuZiva dvoudaioh DNA adaptat, nava-
zanych na restrini fragmenty. Naslednjsou primery navrzeny tak, aby byly komple-
mentarni k adaptém i restrikknim mistm. Na 3-konec primeru se navazou
1 - 3 selektivni baze, diky kterym se amplifikugupecést restriknich fragment. Ty-
to fragmenty slouzi k detekci polymorfizmu DNA. Bkte se provadi na gelu

a nasledna vizualizace pomoci radioaktivity neboréscence (80VA et al.,2011).
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Mikrosatelity SSR (Simple Sequences Repeats), SBRdrt Tandem Repeats)
Mikrosatelity jsou tandemoveé repetice DNA sekvenbsahujici mnohokrat opaku-
jici se motivy (nap (CA)n), tvaené 1 — 6 bazemi. Ty jsou znamée jako kratké tandemo
vé repetice (STR), nebo jednoduché opakujici seesmle (SSR) a od nich odvozené
minisatelity zndmé jako VNTR (variabilita v gtor tandemovych opakovani). VNTR
jsou opakujici se jednotky v rozmezi od 11 do 60 Mikrosatelity jsou nahodn
a rovnomgrngji rozmisténé v genomu neZ minisatelity, které obvykle naamné&zi
na telomerach. Wité DNA sekvence v genomu byvaji obklopegiito mikrosateli-
ty (SSR) a podolihjako minisatelity chrani sekvenci mezi nimi. Takoopakujici se
sekvence byly pouzity pro stanoveni vhodnych prim@no amplifikaci SSR lokus
Touto metodou je mozné odhalit polymorfizmugad genotym, diky rozdilnym dél-
kam produki. Rozdily v délkach jsouifpisovany znénam pd@tu opakovani jednotek
v daném lokusu SSR. Pateini pokusy s mikrosatelity odhalily, Ze tyto markgspu
kodominantni jako &3ina RFLP, mira heterozygotnosti je extrémgsoka, v populaci
muze existovat mnoho alel a markery selidVlendelovskym zjisobem. Proto mohou
byt pouzivany v mapovani genéra kvantifikaci genetické rozmanitosti (&rA et al.,
1996).

STS (Sequences Tagged Sites)

Jako STS markery se ozngi primery, odvozené z koncové nukleotidové sekeen
RFLP sondy, které jsou vazaneé sitgm znakem. Jejich délka se obvykle pohybuje
mezi 18 az 24 bp a amplifikuji konkrétni sekventiMdohrantenou d¥ma specific-

kymi primery (GALOVA et al.,2011).

SNP (Single-Nucleotide Polymorphism)

V posledni dob se SNP vyuZivaji hlaen pro lidsky genom. Tato metoda
je schopna rozlisit dvrazné alely liSici se pouze v jednom nukleotidu, dyia speci-
fické primery, které jsou pthkomplementéarni k poZzadované sekvenci. Tato teahjeik
spole&né s STS v sotasné dob hojre vyuzivana pro studium gluteriira geri pro tvr-

dost obilek u pSenice setéAdVA et al., 2011).
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3.3.2 Praktické vyuZziti

Molekularni markery mohou byt v séasné dob vyuzivany k mnohadelim, jako
jsou napiklad taxonomické a fylogenetické studie, genetiola@ovani, charakterizace
a identifikace jednotlivych odd u zengdélskych plodin. Velky vyznam maji moleku-
larni markery v detekci géndulezitych pro kvalitu obilovin a govani vhodnosti vyu-
morfizmu mezi druhy nebo i v ramci driuhkdy je sledovana variabilita mezi testova-
nymi vzorky. Jako jedny z prvnich markebyly pouzity RFLP pro jgmen, kukdici
a pSenici REPKOVA, RELICHOVA, 2001). Pomoci metody RAPD byla mapovana gene-
ticka variabilita u tritikale (WHNANEK, BEDNAR, 2006) a SSR markery u tritikale vyuZzi-
li napt. TAMS et al. (2004). STS metoda zaloZzena na PGRenbyt pouzita k detekci
polymorfizmu u pSenice, pomoci prinder odvozenych =z gén proa-amylazu
ay-gliadiny. Tyto STS markery mohou byt ndpomociiénpapovani iiznych gei, pro
zlepSeni dginnosti Slechini pSenice (BPTA et al., 1999). Mikrosatelity nachazi velké
uplatreni ve vylEru a diagnostice segregujicich populaci. Dale tak@apovani geno-
mu, identifikaci kultiva@ nebo i uéovani gibuznosti drufi. (GupPTA et al., 1996)

Zakladem dobré a kvalitni produkce je také matexdiny \ici biotickému (hou-
by, bakterie, Skdci atd.) a abiotickému (sucho, extrémni teplogsateni fdy atd.)
stresu. Ztohoto id/odu se pistupuje k rezistentnimu Sle¢hi, to znamena snaha
0 ziskani rostlin s poZzadovanou rezistenci. Geketinarkery se vyuzivaji pro detekci
konkrétnich alel, nesoucichéitou rezistenci (JL et al., 2002). Byly vyvinuty speci-
fické STS markery aizoenzymy, které jsou pegpojené s geny rezistencédvrzi
p3enkné (Lr) a rzi plevové Yr) (SLIKOVA et al., 2004). V poslednich letech&m dal
vice o molekularni markery zajimaji i Slechtitelskéemen&ké firmy z hlediska kon-
troly cistoty osiva, identifikace odd a MAS (marker asisted selection) pro Slécht

novych odtd kulturnich rostlin (8KANINA, 2012).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

K analyzam bylo pouzito 13 vzaikpSenice seté s netradim zbarvenim obilek.
Tyto vzorky pochéazeji z kolekce Zédglského vyzkumného Ustavu Kreiiz, s. r. o.
od Ing. Petra Martinka CSc. (Tabulka 1fi &etekci alel na lokuslu-A3 poslouzily
jako kontrolni vzorky odrdy Chinese SpringGlu-A33, Gabo Glu-A3b, Gawain
(Glu-A39, Abbodanza Glu-A3d, Liocorno Glu-A3¢g, Apostle Glu-A3f) a Glenlea
(Glu-A39, které poskytla Genova banka Vyzkumného Ustastlinné vyroby v Praze-

Ruzyni.

Tabulka 1 Pehled genotyp pSenice seté pouZzitych pro analyzy

Cislo |Piehled genotyfi |Barva Forma | Oznageni polozky v evi-
vzorku | pSenice seté obilky denci genovych zdrofi

1 Novosibirskaya 67 | bila jaina |01C0202808

2 ANK-28A purpurovd jarina | K-61509

3 ANK-28B purpurovd jarina |K-61510

Abissinskaja Arra-

4 sajta purpurovd jatina |01C0200501

5 Konini purpurovd jatina |01C0203758

6 Purple purpurovd jatina |01C0205099

7 Purple Feed purpurovd jarina | K-49426

8 Indigo purpurovg ozim |01C0107271

9 Rosso purpurovg ozim | *

10 |Citrus Zluta ozim |01C0107272

11 |Luteus Zluta jd@na | *

12 |Bona Dea Zluta ozim |01C0107118

13 |TA 4024 Zluta jd@na | *

Vysvétlivky: cervena —¢isla dle EVIGEZ (VURV Praha), modréagisla dle Genetic
Resources Information System for Wheat and Trigiq®@ IMMYT), * - neni znamo,
jedna se odidy a genové zdroje razené do kolekce Ing. Petrem Martinkem, CSc.

(Agrotest fyto, s.r.o0.)
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4.2 Metodika

Vlastni molekulara biologické analyzy sestavaly z nasledujicich krok
» lzolace rostlinné DNA, kontrola koncentraceistoty vyizolované DNA,
e priprava reaknich snési pro PCR,
e priprava agarézového gelu,
» elektroforeticka separace a vizualizace vysledrprodukiti PCR,

* vyhodnoceni vysledk

4.2.1 Izolace rostlinné DNA, kontrola koncentrace &istoty vyizolované DNA

Jednotlivé vzorky genotyp byly vysety na Petriho misky, na filtnai papir.
Po 5 - 7 dnech byly odebrany vzorky DNA po 100 migignich rostlin pSenice seté,
vzdy do 2 zkumavekCast vzork byla uloZzena do hlubokomraziciho boxu (°).
DNA byla extrahovana pomoci manualu ke kitu DNe&gnt Mini Kit (QAGEN,
2012), diky kterému je mozné ziskat celou genomdbh& — jadernou, mitochondri-
alni i chloroplastovou.

Pomoci pistroje Picodrop Spectrometr PICO100 (Picodfdpiylo provedeno #
feni koncentrace extrahované DNA (mg/ul) a zai@j&t'ovana jejicistota. Nangiené
hodnoty byly dostat@é pro nasledné analyzy.

4.2.2 Priprava reakénich smési pro PCR

Pro identifikaci alel na lokusGlu-A3 byly pouzity alelo¥ specifické STS markery,
zaloZené na jednonukleotidovych polymorfizmech,rbané podle WNG et al. (2010).
Jednotlivé primery pouZzité pro analyzu jsou v tabuR. Pro detekci vybranych alel
na lokusechPina aPinb, které kéduji geny pro tvrdost obilekd), byly pouzity speci-
fické markery podle HANG, BROLE-BABEL (2011) (Tabulka 3). Dale byly pouzity spe-
cifické primery pro identifikaci nulovych alel p\Vaxygeny pSenice podle GLAUCH-
LAN et al.(2001) (Tabulka 4).

Reakni snmes pro PCR bylaifpravena postupnymiigavanim jednotlivych slozek
do mikrozkumavky, fesré podle protokolu (Tabulka 5). Taktdipraveny MasterMix
byl rozcklen do mikrozkumavek pro PCR po 24ul a nasidoyl piidan 1l templatové
DNA, ktera byla dive izolovana. Tyto PCR mikrozkumavky byly gieé uzaveny
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a vloZzeny do jamek termocykleru T3 (Biometra), K¢ nastaven fislusny program
s nastavenymi PCR podminkami p@u-A3 5 min 94°C, poté 38 cyklpo 35 s
pii 94°C, 35 sf 60°Ca90 sf 72°C, zavrecné prodlouzeni 8 min ip 72°C.
ProPin a/b 5 min @i 94°C, 35 cykh po 30 s g 95°C, 30 s fi 60°C, 90 s 72°C
a zavrecné prodlouzeni 10 minip72°C . Pro analyzu nulovych alel Véaxygenech:
2 min 94°C, poté 33 cyklpo 1 min @i 94°C, 2 min pi 54°C a 2 min i 72°C .

Tabulka 2 Alelo¢ specifické PCR markery pro identifika&lu-A3 upraveno dle
WANG et al. (2010)

Set primera Sekvence (5 - 37) Cilova alela Vellkost _pro-

duktu (bp)

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA1IR GGTTGTTGTTGTTGCAGCA 2 >29

LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA

SA2R GCTGTGCTTGGATGATACTCTA ° 894

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA3R GTGGCTGTTGTGAAAACGA o >73

LA3F TTCAGATGCAGCCAAACAA

SA4R TGGGGTTGGGAGACACATA d %67

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA5R GGCACAGACGAGGAAGGTT © 158

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA6R GCTGCTGCTGCTGTGTAAA f >52

LALF AAACAGAATTATTAAAGCCGG

SA7R AAACAACGGTGATCCAACTAA J 1345
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Tabulka 3 Primery pouZzité pro analyzu lokuBina a Pinb(upraveno dleHUANG,
BRULE-BABEL, 2011).

A Alela Velikost pro- | B Alela Velikost pro-
Marker duktu (bp) Marker duktu (bp)
Pina-D1la 704 SNP G Pinb-D1a 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-D1la 744 SNPT Pinb-D1a 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 SNPT Pinb-Dla 423
STS5 Pina-D1b 792 SNP A Pinb-D1d 237
Pina-Dla 503 SNP A Pinb-D1d 423
STS6 Pina-D1b 792 SNP T Pinb-D1a 236
Pina-Dla 407
STS7 Pina-D1b 736
Pina-Dla 447
STS8 Pina-D1b 625
Pina-Dla 447
STS9 Pina-D1b 736

Tabulka 4 Primery a jejich sekvence pouzité prolyama lokusu Waxy upraveno
dle McLAuUCHLAN et al. (2001).

Nazev Sekvence Amplifikovany lokus

H#HAF AAGAGCAACTACCAGT
Wx-Al, Wx-Bla Wx-D1

#4R TCGTACCCGTCGATGAAGTCGA
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Tabulka 5 SloZzeni mastermixu (pro 1 vzorek)

Slozky reakce Mnozstvi
(k)
deionizovana HO 16,8
pufr 5
dNTP 0,1
primer (zaédinajici - F) 1
primer (konéici — R) 1

4.2.3 Priprava agar6zového gelu

Principem separace na gelu je rédagtani molekul podle jejich molekulové hmot-
nosti, tedy na zakladejich pohyblivosti v elektrickém poli. Pro analyalelovych va-
riant Glu-A3, Pin a nulovych aleWaxygeni byl pouzit 1 % agar6zovy gelfipraveny
podle nasledujiciho postupu: 1891 ml destilovardaylo smichano s 38 ml 50x TAE
pufru (trisacetatovy pufr). Zroztoku bylo odlitocaa 270 ml do lahve aigano
2,8 g agardzy, odvazené na analytickych vahach.ik&mnsmes byla promichana
a zalitivana v mikrovinné troubaz k varu. Mezitim byla sestavena \ai pro naléva-
ni gelu, spoléné s rebenem, slouzicim ke tvaripmek pro vzorky DNA. Po rozveni
agarozy s roztokem pufru a nasledném zchlazeni fiydiany 2 pl ethidium bromidu,
coz je fluoresceii barvivo, které se vaze na dvousroubovici DNAod pV swtlem
sviti. Diky tomu je mozné z gelu detekovat pozitiviiskyt alel. Takto ppraveny hor-
ky gel byl gelit do sestavené vatky a gipadné vzduchové bubliny byly odstéary.
Poté gel tuhnul cca 20 minut v digastd®o vyjmuti kebenu ze ztuhlého gelu byla va-
nicka p'enesena do elektroforetické vany a zalita zbytkefrediného TAE pufru. Gel
byl pripraven pro nanaseni vzdrkJednotlivé slozky proffpravu gelu jsou shrnuty

v tabulce 6.
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Tabulka 6 Komponenty proripravu 1 % agarézovéeho gelu, pro systém Agagel Maxi

(Biometra).

Chemikalie Zasobni koncentrace Pouzité mnozstvi
Agar6za (Serva, USA) - 28 ¢
TAE pufr 50x 38 ml
Destilovana voda - 1891 ml
Ethidium  bromid (Serva, 10 mg/ml 2 ul
USA)

4.2.4 Elektroforeticka separace a vizualizace vyslednycproduktia PCR

Horizontalni elektroforéza byla provedena v systéAgagel Maxi (Biometra).
Vzorky DNA byly napipetovany po 20 pl do gelu, téio pufrem. Elektroforeticka
vana byla zakryta bez{meostnim krytem a aparatura byléigmjena ke zdroji stejno-
smeérného napti. Zdroj jednosrarného napti byl dodavan pomoci Minicell Power Pack
P20 (Biometra). Analyzy probihalyipapti cca 70 — 80 V, po dobu 1 - 2 hodin.

Po ukorteni elektroforézy byla soustava odpojena od proadgel vyjmut
i s vantkou z pufru. Vysledné produkty na gelu byly vizaalfdny pomoci kamery
pod UV lampou v transiluminatoru Ultraviolet (Ultnam Inc.). K zaznamenani obrazu

byla pouzita softwaravovladan&ernobila kamera CCTV (Panasonic).

4.2.5 Vyhodnoceni vysledk

Produkty amplifikace pomoci PCR vizualizované naragovem gelu byly nasled-
né porovnany s velikostnimi markery, na zakladelikosti produktu. Byly vyuzZity
100 bp DNA Ladder (Promega) a pBR322 DNAell (ABgene).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Nizkomolekularni gluteniny

Z hlediska pekiské kvality jsou velmi dlezité polymerni gluteniny a monomerni
gliadiny. Gluteniny roz&8lujeme podle pohyblivosti v SDS-PAGE elektroforéze
v polyakrylamidovém gelu na vysokomolekularni (HM®&) a nizkomolekularni
(LMW-GS). Tyto gluteniny jsou navzajem poutany nmealekularnimi disulfidickymi
vazbami, atak tvd polymerni strukturu. Viftomnosti vody gluteniny spaiaé
s gliadiny vytvdi lepek. Porar bilkovin lepku udluje jeding&né viskoelastické vlast-
nosti pSeniné mouky. HMW-GS fedstavuji piblizn¢ 10 % z celkového mnoZstvi za-
sobnich proteifn Typické LMW-GS zastupuijiijblizné 1/3 zasobnich proteina jsou
kédovany geny na lokusedBlu-3 (Glu-A3, Glu-B3, Glu-DR umistné na kratkém
rameni 1 chromozomu (WWG et al., 2010). V saiasné dob bylo identifikovano
asi 21 fiznych proteinovych alel. Sedm pro lokGdu-A3 (a, b, c, d, e, fag), dewt
proGlu-B3(a, b, c, d, e, f, g, ki) a gt proGlu-D3 (a, b, ¢, dae). Studium nizkomo-
lekularnich glutenid, jejich funkcnosti a vlivu alelické varianty na kvalitu je veogna-
ni s vysokomolekularnimi mnohem sl@@i. Pro jejich studium byly vyvinuty STS
markery (WANG et al.,2010). Pro loku$slu-A3 ZHANG et al. (2004) identifikoval jeden
gen etrg sedmi alelickych forem, naklonovanychizmych odad, a vytvdil pro kaz-
dou PCR marker pro jejich rozliSovani.

U pSenic s purpurovym a Zlutym zbarvenim jsme seiive zangfili na lokus
Glu-A3 Identifikace alel tohoto genu byla provedena am@ci 7 specifickych prime-
rovych kombinaci uvedenych v praciMt et al. (2010). Kazda alela byla detekovana
na gelu spoln¢ s kontrolnim vzorkem. Pr&lu-A3a poskytovala kontrolni odda
Chinese Spring produkt o velikosti 529 bp. Déletkoini odfida Gabo (prd@slu-A3bh
s velikosti produktu 892 bp, AbbodanZal§-A3d 967 bp, LiocornoGlu-A3¢ 158 bp
a Apostle Glu-A3f) o velikosti 552 bp. Pozitivni kontrola Glenle@lg-A3g amplifi-
kovala produkt 1345 bp dlouhy. Alel@lu-A3c byla detekovana pomoci spé&heého
markeru praGlu-A3aaGlu-A3g odliSitelného pomoci kontroly Gawain s velikgsto-
duktu 573 bp.

Detekované alely wthto genotyp jsou shrnuty vtabulce 7. Nejstji
se vyskytovala variant&lu-A3f (Obrazek 3), ato u 54 % testovanych. Al&iu-A3c
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(Obrazek 4) &lu-A3dse vyskytovaly ménhcasto, ostatni varianty aleG(u-A3a, Glu-
A3b, Glu-A3e, genotypy

se vyskytovaly fevazre homozygotni linie (vyskyt jedné alely ve vzorkl) dvou od-

Glu-A3g nebyly detekovany. Mezi testovanymi
rad, Konini a Rosso byly detekovanydalely zarové, coz nize ukazovat naipmeési
ve vzorcich nebo heterozygoty. JelikoZz madmeéssm vzorek z vice rostlin dané d@dr
dy, byly by nutné dalSi dofalijici analyzy, které by nasi teorii potvrdily, nebgvratily.
ZHANG et al. (2004) uvadi, Zze alely Glu-A3a, c, daf maji pozitivni vliv
na vlastnostidsta (odpor a taznost), tzn. alely, které byly detdky u nami analyzo-

vanych genotyf.

Tabulka 7 Alelicka skladba pro lok@&u-A3

Genotyp Barva Vysledna alela
Novosibirskaja 67 bila Glu-A3f
ANK-28A purpurova Glu-A3c
ANK-28B purpurova Glu-A3f
Abissinskaja Arrasajta purpurova Glu-A3d
Konini purpurova Glu-A3d/f
Purple purpurova Glu-A3c
Purple Feed purpurova Glu-A3d
Indigo purpurova Glu-A3c
Rosso purpurova Glu-A3cl/f
Citrus Zluti Glu-A3c
Luteus Zluta Glu-A3f
Bona Dea Zlutd Glu-A3f
TA 4024 Zluta Glu-A3f

Vysvetlivky: d/f, c/f - detekovany d¥ alely

4. 5. 6. It 8. 9. 10. 1l ) 13. K

— - -« 573bp

Obrazek 3 PCR produkty ziskané pomoci markeruGhieA3c

Vyswétlivky: 1 — Novosibirskaja 67, 2 — ANK-28A, 3 — ANER8B, 4 — Abissinskaja
Arrasajta, 5 — Konini, 6 — Purple, 7 — Purple Fe#d, Indigo, 9 — Rosso, 10 — Citrus,
11 — Luteus, 12 — Bona Dea, 13 — TA 4024; K — kanfrvzorek pro aleluGlu-A3c
(Gawain).
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Obrazek 4 PCR produkty ziskané pomoci markeruGhueA3f

Vyswélivky: 1 — Novosibirskaja 67, 2 — ANK-28A, 3 — ANKR8B, 4 — Abissinskaja
Arrasajta, 5 — Konini, 6 — Purple, 7 — Purple Fed, Indigo, 9 — Rosso, 10 — Citrus,
11 — Luteus, 12 — Bona Dea, 13 — TA 4024; K — kanfrvzorek pro aleluGlu-A3f
(Apostle).

5.2 Markery tvrdosti obilky

Tvrdost obilek je dalSi idezitou charakteristikou nejen pro pékleou kvalitu,
ale také pro vyrobuéstovin. Mouka z rskké pSenice se vyuZziva primérna vyrobu
kol&cu, pe&iva a suSenek, zatimco mouka z tvrdé pSenice j@zmwana za nejlepsi
pro vyrobu chleba. Tvrdost zrna je prim&rfizena komplexemiit pevré spojenych
gemi GSP-1 Pina (purinoindolin a) &inb (purinoindolin b), kddujici protein gkkosti
zrna. GenyPina aPinb jsou hlavnimi genetickymi faktory, kter&igpivaji k tvrdosti
zrna.Pina-D1 aPinb-D1 byly mapovany v distalni oblasti chromozomu 5D etfiny
kultivary tvrdé pSenice maji sekvwari mutaci na jednom 2zd¢hto ger, coz ma
za nasledek z#mu v tvrdosti jadra. Do s@asné doby bylo identifikovano dévalel
pro Pina a pro pSenici setou sedmnact dkehb. VétSinu no identifikovanych alel
muzeme nalézt pouzedinskych krajovych odid pSenice. V Evrapa Severni Americe
byly popsanyPina aPinb alely u pSenic s tvrdym zrnerRifa-D1b, Pinb-D1b, Pinb-
Di1c, Pinb-D1d. Velka delece v alel®ina-D1b vedla k absendPina. Bylo vyvinuto
mnoho metod pro stanoveni jednonukleotidového potfimmu (SNP). \étSina metod
je zaloZena na ligaci oligonukleotidu a vyiteni primeru specifického pro danou alelu
(HUANG, BRULE-BABEL, 2011).

Pomoci kombinaci 9 STS markepro Pina a 4 kombinaci markeérpro Pinb jsme
analyzovali 13 vybranych genotygTabulka 3). V pipact Pina jsme analyzovali dv
alely pro kazdy genotypPRina-D1aab (Tabulka 8). U vybranych vzoikovSsem byla
detekovana pouze alehina-D1a(Obrazek 5). WPinb byly analyzovany 4 alelyRinb-
D1a, b, c ad), detekovany byly ale jeRinb-D1ao velikosti 423 bp, u 46 % Rinb-D1b
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o velikosti 226 bp, u 31 % vzaikObrazek 6). V analyzovaném souboru, tak byly za-
stoupeny pouze pSenice vyZoacim se tvrdym zrnem.

U genotyi Novosibirskaja 67, ANK-28A a ANK-28B nebyly detelkdny PCR
produkty ve vSech analyzach atii ppakovani (kazda analyza mirti bpakovani).
V tomto pipadt jsme detekovali prawghodobré mutace v lokusu pro nasedani pritner
obecnych prdPinb-D1 (Tabulka 8). Mutace v geneétina-D1 aPinb-D1jsou jednotli-
vé spojeny s tvrdosti obilky, ale neni znamo, jesilize mutace u obou loktugvrdost

obilky zvysit, @ipadré snizit (TRANQuUILLI et al.,2002).

Tabulka 8 Alelicka skladba pro loku&yna a Pinb

Genotyp Barva Vysledna alela
Pina Pinb
Novosibirskaja 67 bila nd nd
ANK-28A purpurova nd nd
ANK-28B purpurova nd nd
Abissinskaja Arrasajt
ta purpurova Pina-Dl1a| Pinb-Dla
Konini purpurovg Pina-D1a| Pinb-Dl1a
Purple purpurovaPina-Dl1a| Pinb-Dl1a
Purple Feed purpurov&ina-Dla| Pinb-Dl1a
Indigo purpurovaPina-Dl1a| Pinb-Dla
Rosso purpurov@Pina-Dl1a| Pinb-D1a
Citrus Zluta Pina-Dl1a| Pinb-D1b
Luteus Zluti Pina-Dl1a| Pinb-D1b
Bona Dea Zluti Pina-Dl1a| Pinb-D1b
TA 4024 Zluta Pina-Dl1a| Pinb-D1b

Vysvétlivky: nd - nedetekovano

M 1 2 3 4 5. 6 7 8 9 101 12. 13. M
i
S G— — — — — — —— o -—

47 bp

Obrazek 5 Detekované aldina-D1a

Vysvétlivky: 1 — Novosibirskaja 67, 2 — ANK-28A, 3 — ANER8B, 4 — Abissinskaja
Arrasajta, 5 — Konini, 6 — Purple, 7 — Purple Fe#d, Indigo, 9 — Rosso, 10 — Citrus,
11 - Luteus, 12 — Bona Dea, 13 — TA 4024; M — wedtki markery.
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—— D W —— — — T R ~— 423 bp
—— ———— — -€—— 276 bp

Obrazek 6 Detekované aldinb-D1a(423 bp) aPinb-D1b(226 bp)

Vyswétlivky: 1 — Novosibirskaja 67, 2 — ANK-28A, 3 — ANEK8B, 4 — Abissinskaja
Arrasajta, 5 — Konini, 6 — Purple, 7 — Purple Fe&d, Indigo, 9 — Rosso, 10 — Citrus,
11 — Luteus, 12 — Bona Dea, 13 — TA 4024; M — adthi markery.

Pritomnost alel u genotypNovosibirskaja 67, ANK-28A a ANK-28B byla testova-
na pomoci primerovych kombinaci podle@ier et al. (1994), které jsou navrzeny
v konstitutivnich oblastech adeny pro sekvertai analyzu. Ani pi pouZziti €chto pri-
meirti nebylo docileno PCR produktu. Tyto genotypy a &kbudou pedmétem dalSiho

studia.

5.3 Detekce nulovych aleWaxygeni

Jednou z hlavnich slozek pS&m mouky je Skrob, jehoZz relativni obsah
a chemické slozeni ma vliv na kvalitu vyr@bkiskanych z pSenice. Enzym zodpdny
za biosyntézu amyldzy je granutovazana syntaza Skrobu (GBSS) nebo tzv. voskovy
protein. U pSenice byly detekovanyi geny kédujici GBSS, atdVvx-Al Wx-D1
aWx-B] lokalizované na chromozomech 7AS, 7DS a 4ALANXMORI, QUYNH,
2000). Je znamo, Aaxygeny maji velky vyznam z hlediska technologickélky,
diky zvySovani powru mezi amylézou a amylopektinemiimz ovliviiuji mnozstvi
a kvalitu Skrobu v endospermu. Tyto parametry rmlsleovliviuji stravitelnost krm-
nych snési a maji vyznam ve vyrgh¢stovin (NaKAMURA et al., 1993).

Nedavno byly identifikovany ifrozeré se vyskytujici mutace (nulové alely),
coz vedlo ke ztrétjedné nebo vice GBSS izoforemiitBmnost jednoho nebo dvou
GBSS ma za néasledek nizsi obsah amylozy u pSetyice pSenice jsou ozdavany
jako ,caste&né voskové”. PSenice séemi nulovymi alelami obsahuji Skrob skladajici
se pouze z amylopektinu. Voskovité pSenice jsawjeth mouky zadané wkiterych
asijskych produkt, nag. nudle. Vyuziti ale nachazi fipryrobé modifikovanych potra-
vinaiskych Skro nebo pro prodlouzeni trvanlivosti fiea (GRAYBOSCH, 1998). Nej-
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vétSi vliv na obsah amylézy a kvalitu byl pozorovdmutanti Wx-B1, potomWx-D1
a nakonedVx-A1(YAMAMORI, QUYNH, 2000).

K analyzam bylo oft pouzito 13 genotypuvedenych v tabulce 1 a primery navr-
Zené podle MLAUCHLAN et al.(2001)uvedené v tabulce 4. Tyto primery jsou navrzeny
tak, aby amplifikovaly vSechnyitkopie GBSS genu v genomu A, BiD. N&§i
fragment byl u D genomu 299 bp, u genomu A byl finagt o velikosti 257 bp, nej-
mensi 227 bp u genomu B. U testovanych geniotypa detekovana variabilita pouze
uWx-B1, ato pouze udvou genotyfl5 %) Konini a TA4024 (Tabulka 9), kde tato
alela nebyla detekovana. Alelyx-AlaWx-D1byly detekovany u vSech zbylych geno-
typt (Obrazek 7). Genotypy Konini a TA4024. takZeme oznéit jako cast&né Waxy

pSenice a vyuZit je ve Slechtitelskych programe®ne na vyrobu specialnictsto-
vin.

Tabulka 9 Alelicka skladba pMvaxylokusy:.

Genotyp Barva Wx-D1 | Wx-A1 | Wx-B1
299 bp | 257 bp | 227 bp
Novosibirskaya 67 |bila ano ano ano
ANK-28A purpurovd ano ano ano
ANK-28B purpurovd ano ano ano
Abissinskaja Arrasajtapurpurovd ano ano ano
Konini purpurovd ano ano ne
Purple purpurovd ano ano ano
Purple Feed purpurovd ano ano ano
Indigo purpurovd ano ano ano
Rosso purpurovd ano ano ano
Citrus Zlutd ano ano ano
Luteus Zluta ano ano ano
Bona Dea Zluta ano ano ano
TA 4024 Zluta ano ano ne
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Obrazek 7 PCR produkiy/x-Al, Wx-B1 a Wx-D1
Vysvétlivky: 1 — Novosibirskaja 67, 2 — ANK-28A, 3 — ANEK8B, 4 — Abissinskaja

Arrasajta, 5 — Konini, 6 — Purple, 7 — Purple Fed, Indigo, 9 — Rosso, 10 — Citrus,
11 — Luteus, 12 — Bona Dea, 13 — TA 4024.

37



6 ZAVER

PSenice seta je velmi vyznamnou plodinou v obotwapméstvi, ale i krmivéstvi.

Z tohoto divodu se usiluje o ziskani co nejlepSich a z hledgktovani a ekonomiky,
nejvyhodrigjSich odfid. V poslednich letech je také snaha o prosazenidod
s netradinim zbarvenim obilky, pr&vkvali obsahu pirodnich barviv s pozitivnim
acinkem na Zivé organismy.

Tato prace je za#iena na detekci alel kddujicich nizkomolekularntegiiny Glu-
A3), proteiny ovliujici tvrdost obilky Pin) ataké nulové alelyWaxy geni.

K analyzdm bylo pouZito 13 genofyps purpurovym a Zlutym zbarvenim obilky,
a to Novosibirskaja 67, ANK-28A, ANK-28B, Abissirgl Arrasajta, Konini, Purple,
Purple Feed, Indigo, Rosso, Citrus, Luteus, Bona, DA 4024. Identifikace alelického
sloZzeni udchto genotyp by mohlo byt ndpomocné k v§tu odiid vhodnych
pro pekaské &ely ve Slechtitelském programu.

V piipact identifikace v lokusuGlu-A3 byly detekovany 3 alely, u 54 % to byla
Glu-A3f amér casté byly Glu-A3c aGlu-A3d Tyto alely maji podle
ZHANG et al. (2004) dobry vliv na vlastnostista. Dale byla detekovana jedna alela
Pina-Dl1a u vSech 13 testovanych genaiyp/ neposlednifad jsme detekovali dyv
alely proPinb, ato u 46 %Pinb-Dlaa u 31 %Pinb-D1h V piipact t¢i genotym No-
vosibirskaja 67, ANK-28A a ANK-28B nebyly detekowarzadné alely. Mohlo by
se jednat o mutace v lokusu pro nasedani ptimpes Pinb-D1 Znalost alelického slo-
Zeni Pina aPinb lokusi u pSenice s nestandartnim zabarvenim obilky bylonbfit
vyuzito pro MAS (Marker Assisted Selection) ve §lgelskych programech, zaie-
nych na vyrobu chleba. Nulové alélyaxygeni byly identifikovany také u vysSe zmi-
nénych genotyfl. Pouze v 15 %, tedy u dvou genatyi§onini a TA4024 byla deteko-
vana variabilita Wx-B1 kde tato alela nebyla detekovana. Tytoudgr mohou byt
povazovany zaasténé voskové a mohly by byt potenciélivyznamné v budoucich
Slechtitelskych programech. PodlamwAMORY, QUYNH (2000) ma prav mutantni alela
Wx-B1lnejwtsi vliv na obsah amyldzy a kvalitu Skrobu v obilce

Veskeré laboratorni analyzy probihaly na Ustavuogie rostlin Agronomické fa-
kulty Mendelovy univerzity v Bra Byly vyuzity metody molekularni biologie, jako
nagiklad izolace genomové DNA, PCR a elektroforetiskparace. Ziskané zkusenosti

béhemieSeni bakatdké prace budu moci uplatnit ve své diplomové praci
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8 SEZNAM OBRAZK U A TABULEK

Obrazek 1Schéma evoluce pSenice.

Obrazek 2bilka pSenice na podélnérazu.

Obrazek FCR produkty ziskané pomoci markeru pro Glu-A3c.
Obréazek 4PCR produkty ziskané pomoci markeru pro Glu-A3f
Obrazek Detekované alely Pina-Dla.

Obrazek @etekované alely Pinb-Dla (423 bp) a Pinb-D1b (Bpd
Obrazek PCR produkty Wx-Al, Wx-B1 a Wx-D1

Tabulka 1P7ehled genotyjp pSenice seté pouzitych pro analyzy.

Tabulka 2Alelow specifické PCR markery pro identifikaci Glu-A3.

Tabulka 3Primery pouZzité pro analyzu lokusu Pina a Pinb.

Tabulka 4Primery a jejich sekvence pouzité pro analyzu lakiaxy

Tabulka 5Slozeni mastermixu (pro 1 vzorek).

Tabulka 6Komponenty pro fipravu 1 % agarozoveho gelu, pro systém Agagel Maxi
(Biometra).

Tabulka 7Alelick& skladba pro lokus Glu-A3.

Tabulka 8Alelicka skladba pro lokusy Pina a Pinb.

Tabulka 9Alelicka skladba pro Waxy lokusy.
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