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Abstract

The goal of the work has been to detect a bread-making quality of twelve varieties of winter wheat
(Triticum aestivum L.) with a different technological quality, by using a stock protein polymorphism
and DNA polymorphism. Locus Glu ID 5+10 and rye translocation 1BL.1RS was used as markers of
bread-making quality. Locus Glu 1D 5+10 has a significant influence on a higher bread-making quality,
being detected by SPLAT method. On the contrary, presence of the rye translocation 1BL.1RS was used
as the poor bread - making quality marker, being detected by separation of stock protein using method
PAGE-ISTA and method RAPD.
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Souhrn

Cilem prace bylo pomoci polymorfismu zasobnich bilkovin a DNA polymorfismu detekovat
pekatskou jakost dvanacti odrid ozimé pSenice (7riticum aestivum L.). Tyto vybrané odridy ozimé
pSenice se vyznacovaly rozdilnou technologickou jakosti. Jako markery pekaiské jakosti byla vybrana
alela Glu 1 D5+10 a zitnd translokace 1BL.RS. Alela Glu ID5+10 méa vyznamny vliv na vyssi
pekaiskou jakost, byla detekovana metodou SPLAT. Na druhou stranu pfitomnost Zitné translokace
IBL.IRS byla pouzita jako marker horsi pekaiské jakosti, byla detekovana za pouziti elektroforetické
separace bilkovin a pomoci metody RAPD.

Uvod

Soubor specifickych vlastnosti kazdé odridy rozhoduje o jejim vyuZziti. V zjmu vyrobcil osiv a
sadby 1 v zajmu péstitell, zpracovatelského priimyslu a obchodu je proto pouzivat jen spravné zvolené
a spolehlivé urcené odrtdy.

Odrtda je v soucasné dobé u vétSiny plodin Casto velice uzce specializovany soubor jedinct,
jejichz genotyp je piedurCen pro presné definované agrotechniky, péstebni podminky nebo
zpracovatelské technologie. Proto 1 tyto oblasti pozaduji urcitou moznost genetické kontroly
vyrovnanosti a pravosti nejen u mnozitelského materialu, ale i1u vysledné produkce. OdliSitelnost,
vyrovnanost a stalost odridy vSak nejsou pouze vizitkou kvalitni prace §lechtitel a mnozitelt odrad,
ale jsou rovnéz dulezitymi faktory pro agronomy, zpracovatele i konzumenty (Vejl et al., 2002).

Dosud pouzivané metody k identifikaci odrid zeméd¢€lskych plodin a ostatnich péstovanych rostlin
jsou dlouhodobé a neekonomické. U mnoha plodin je rozliSeni odriid v podobé semen, ¢i sadby podle
morfologickych znakl velmi obtizné, v mnoha ptipadech zcela nemozné. Identifikace odriid pomoci
vegetaCnich zkousek je casoveé velmi narocna.

Proces Slechténi obecné predstavuje postup, pii kterém jsou z vysokého poctu genotypii vychoziho
materidlu vybirani (selektovani) jedinci se zajimavym genotypem. Cim diive, spolehlivéji a presnéji je
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Slechtitel schopen tento genotyp rozpoznat, tim je proces tvorby novych odrid a plemen rychlejsi.
Rychlost tvorby odriid a plemen s aktudlné¢ vyznamnymi vlastnostmi mé dualezity vliv na ekonomiku
Slechtitelského procesu (Vejl, 1997). Pro urychleni a zefektivnéni Slechténi novych odrad jsou
vyuzivany genetické markery nazyvané jako tzv. MAS markery (Marker Assisted Selection).

Literarni prehled

Na prvni misto mezi obilovinami stavime pSenici, kterd spoleéné s ryzi a kukufici zabezpecuje
pozadavky na kvalitu zrna. Pekatskou jakosti pSeni¢ného zrna, ¢i jeho mouky se rozumi schopnost
poskytnout pecivo s pozadovanou jakosti. Jakostni peCivo se ma vyznaCovat zejména maximalnim
objemem, kyprou, pruznou a jemné podrovitou stiidkou, vybavenou dostateén¢ tlustou kurkou a
piijemnou chuti a viini (Cerny a Sasek, 1996).

V piipadé vhodnosti k pekatskému zpracovani, tedy pro vyrobu kynutych tést, je pekatska jakost
déna ptedevsim obsahem a kvalitou bilkovin v pSeni¢ném zrné, ze kterych se vytvari lepkovy komplex.

Kromé vnégjsich vlivll (ro¢nik, hnojeni, agrotechnika atd.) je pekatfské jakost determinovana také
genotypem pSenice. Z tohoto diivodu je nezbytna prace Slechtitelli na tvorbé novych a vykonnéjsich
odrd. Rychlost tvorby odrtd, které budou vyhovovat pozadavkim péstiteld a zpracovateld, ovliviiuje
velmi vyznamné ekonomiku Slechtitelského procesu. Zde se nejvice uplatiuje v€asna selekce genotypt
s vhodnymi vlastnostmi a znaky pomoci MAS marker. Pokrok v oblasti biochemie a molekuldrni
biologie umoznil pro predikci pekatfské jakosti pSenice vyuzit markery zaloZzené na polymorfismu
zasobnich bilkovin a markery zalozené na polymorfismu DNA. Aplikace téchto markerd sev
soucasnosti stava nezbytnou soucasti procesu tvorby novych odrud.

Gluteninovy alelicky par Glu ID 5+10 vyznamné ovlivituje vyS$$i pekatskou jakost, proto byl
vybran jako marker vyssi pekatské kvality.

Zitna translokace 1BL.IRS je markerem zhor§ené pekatské kvality, ktera se do genomu p3enice
dostala prenesenim Casti kratkého ramene 1R chromozomu Zita na dlouhé rameno 1B chromozomu
pSenice za ucelem zvySeni odolnosti ke rzi travni (Puccinia graminis). Translokovany segment Zitného
chromozomu 1R nese nejen gen odolnosti ke rzi travni Sr 31, ale i sekalinové geny, které¢ vyrazné
zhors8uji jakost pSeni¢ného lepku.

Metodika

Biologicky material

Pro molekularni a biochemické analyzy bylo pouZzito 12 odrid pSenice ozimé (Triticum aestivum
L., 2n = 6x = 42 chromozomt, genom AABBDD). Jednalo se o odridy Apache, Astella, Athlet, Brea,
Ebi, Estica, Livia, Mona, Niagara, Rialto, Sida a Sparta. Analyzované vzorky byly ziskany z Ustiedniho
kontrolniho a zkugebniho Gstavu zemédélského (UKZUZ) v Brné.

lzolace DNA

Izolace DNA byla provadéna ve fazi prvniho pravého listu pomoci DNeasy Plant Mini Kit od firmy
Qiagen. Takto vyizolovanou DNA je mozno ihned pouzit pro nasledné zpracovani metodami
molekularni genetiky.

Stanoveni polymorfisu DNA

Ptitomnost alely Glu 1D 5+10 byla detekovana metodou SPLAT v termocykleru T3 se tfemi na
sob¢ nezavislymi kombibloky od firmy Biometra, optimalizovanou podle metodiky D" Ovidia a
Andersona (1994) za pouziti dvou primera F 5" GCC TAG CAA CCT TCA CAATC 3" aR 5 GAA
ACC TGC GCA CAA 3'. Primery byly nasyntetizovany v Laboratofi funkéni genomiky a proteomiky
na Piirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné¢.
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Slozeni 25ul reakce bylo podle oficidlni metodiky uvadéné D’ Ovidiem a Andersonemm (1994).
Teplotni a asovy profil SPLAT reakce: 1x (94 °C, 60 s), 30x (94 °‘C 60 s, 63 °C 455,72 °C 60 s) a 1x
(72 °C 600 s).

Ptitomnost zitné translokace 1BL.1RS u pSenice byla dokazovana metodou RAPD, kterd byla
optimalizovana podle metodiky Igbala a Rayburna (1995) za pouziti jednoho primeru OPJ07 5" CCT
CTG GAC A 3’. Primer OPJO7 byl stejné jako primery F a R nasyntetizovan v Laboratofi funk¢ni
genomiky a proteomiky na Piirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity v Brn¢.

Na 1 reakci bylo pfipraveno 50 pl reakéni smési, kterd byla pfipravena podle Igbala a Rayburna
(1995). Teplotni a ¢asovy profil RAPD reakce: 1x (94 °C 60 s), 40x (94 °C 60 s, 36 °C 60 s, 72 °C 120
s)a 1x (72 °C 600 s).

Stanoveni polymorfismu zasobnich proteinti pSenice metodou PAGE-ISTA

Pro detekci polymorfismu prolaminovych bilkovin (gliadinii) obilky byla vyuzita vertikdlni
polyakrylamidova elektroforéza Maxigel firmy Biometra se stabilizatorem napéti EC 135 metodikou
PAGE-ISTA dle CSN 460610. Doba elektroforézy byla stanovena jako dvojnasobek doby potiebné
k prichodu indika¢niho barviva pyronin G drahou gelu. Separace extrahovanych proteint
na molekulovém sit¢ polyakrylamidového gelu probihala pti konstantnim napéti 330 V v prvni Casti
separace a ve druhé ¢asti bylo napéti zvyseno na 450 V.

V nasem piipad¢ bylo pomoci polymorfismu gliadini mozno vSech 12 genotypl ozimé pSenice
navzajem rozlisit a identifikovat.

Vysledky a diskuse

Lokus Glu 1D 5+10 po detekci metodou SPLAT (D’Ovidio a Anderson, 1994) byl pfi vizualizaci
na agar6zovém gelu verifikovan produktem o velikosti 450 bp (obr. 1) u odrid Astella, Athlet, Brea,
Ebi, Livia, Mona Niagara a Sparta. Ke stejnym vysledkiim dospéli za pouziti SDS-PAGE elektroforézy
podjednotek gluteninii s vysokou molekularni hmotnosti Sasek et al. (2000).

Obrazek 1: Elektroforeogram SPLAT reakce

450 bp

10 11 12

Zitna translokace jako marker zhorSené pekaiské jakosti byl detekovan metodou RAPD (Igbal a
Rayburn, 1995). Vysledny produkt ma velikost 1,2 kb. Pro pfitomnost zitné translokace pSenice je
mozné vyuzit také SPLAT reakci poskytujici produkt o velikosti 1,5 kb (obr. 2) (Francis et al., 1995) a
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metoda SPLAT, kdy se v ptfipad¢ absence Zzitné translokace na elektroforeogramu objevi produkt o
velikosti 636 bp (Van Campenhout et al., 1995). Pfitomnost sekalinovych produkti u analyzovanych
genomu pSenice byla prokdzéna u odriid Athlet, Livia, Mona, Rialto, Sida a Sparta.

Obrazek 2: Elektroforeogram RAPD reakce

1,2 kb

Markerovanim technologické kvality zrna pSenice, odolnosti ke rzi travni a dalSich znakd pomoci
alelickych gliadinovych a gluteninovych blokt se zabyvala fada autorti (Kubének et al., 1999, Cerny a
Sasek, 1996, Cerny et al., 1990). Kubanek et al. (1999) zjistili, Ze je pro detekci pekaiské jakosti
dostacujici stanovit podjednotky gluteninit s VHM a gliadinovy blok na 1B. Rovnéz Bednar et al.
(1999b) potvrdili, ze neni mozné pouzit pro predikci technologické jakosti jednotlivé systémy zasobnich
bilkovin samostatné, jako pfikladu uvadéji odridu Danubia, kterd ma nejvy$si moznou hodnotu Glu-
skore 10, ale pfitomnost gliadinového bloku G/d /B3 detekuje zitnou translokaci 1BL.1RS a tim horsi
pekatskou kvalitu. Provedené analyzy polymorfismu prolaminovych bilkovin (obr.3) verifikovaly
vyskyt zitné translokace 1BL.1RS pomoci gliadinového bloku GId /B3 u odrad Athlet, Livia, Mona,
Rialto, Sida a Sparta. U ostatnich analyzovanych odrid byly v lokusu Gld 1B prokazany alely / a 4,
popftipad¢ jejich kombinace.

Pfi porovnani metod detekce zitné translokace 1BL.IRS u pSenice pomoci polymorfismu
prolaminovych zasobnich bilkovin obilky a metody RAPD bylo dosazeno shodnych vysledkii. Soucasné
bylo pouziti metody detekce polymorfismu bilkovin asové méné narocné a levnéjsi. Naopak metoda
RAPD umoznila vyuziti selekce v ranéjSich fazich ontogeneze pSenice. Analyzy pomoci polymorfismu
DNA v porovnani s bilkovinnymi markery maji také tu vyhodu, ze nevyzaduji expresi genetické
informace do primarni struktury proteinu a tudiz je zde zcela eliminovan vliv vnéjSiho prostredi.
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Obrazek 3: Vysledna elektroforéza prolaminovych zdsobnich bilkovin odriid Astella a Niagara
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Zavér

Podle vyskytu alely Glu ID 5+10 a zitné translokace 1BL.IRS Ize analyzované odrady ozimé
pSenice rozdélit do tii skupin podle predikce pekatské kvality:

Donory dobré pekaiské jakosti — byla prokdzana ptitomnost alely Glu ID 5+10 a absence Zitné
translokace 1BL.IRS. Jsou to odridy Astella, Brea, Ebi, Niagara. U analyzovanych odrad Ize
predpokladat vysokou pekaiskou jakost.

Donory prumérné pekaiské jakosti — u téchto genotypii jsou dva pripady. Byla prokdzana
pritomnost alely Glu 1D 5+10 1 zitna translokace 1BL.1RS a v ptipad¢ druhém alela Glu 1D 5+10 ani
zitna translokace 1BL.1RS prokdzana nebyla. Byly sem zafazeny odriidy Apache, Athlet, Estica, Livia,
Mona, Sparta.

Donory horsi pekaiské jakosti — byla prokazana ptitomnost zitné translokace 1BL.IRS a absence
alely Glu 1D 5+10. Jako donory horsi pekatské jakosti se projevily odridy Sida a Rialto.

Dosazené vysledky potvrzuji, Ze metody biochemickych a molekuldrnich markerd lze vhodné
vyuzit nejen ve Slechténi pro selekci na pozadované znaky a vlastnosti, ale 1 napi. v potravinaiském
pramyslu pro identifikaci odrid, stanoveni odriidové pravosti a Cistoty nebo pii dovozu, vyvozu,
nakupu a prodeji osiva a sadby.
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