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ABSTRACT

Baking quality is a key factor in the development of new wheat (Triticum aestivum L.)
varieties and is namely connected with the quantity and the quality of proteins in wheat
kernel, from which the gluten complex is made. The baking quality is mainly influenced by
HMW subunits of glutenins (high molecular weight glutenins), but LMW subunits of
glutenins and gliadins have also consideration for the baking quality. The genes of HMW
glutenins are located on the long arm of the group of chromosomes 1. Good or poor wheat
bread-quality is associated with 2 allelic pairs at Glu-D1 complex locus, designated /Dx35-
IDyl0 and IDx2-1Dyl2, respectively. The aim of this paper is detection of the allelic
composition at G/u-D1 locus in 56 genotypes of the common wheat by SPLAT method using
2 markers. The reliability of these markers was verified by comparison of the results.
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ABSTRAKT

Pfi Slechténi novych odrid pSenice (Triticum aestivum L.) je pekaiskd jakost klicovym
faktorem a je vyznamné spojovana predev§im s obsahem a kvalitou bilkovin v pSenicném
zrné, které¢ vytvari lepkovy komplex. Tato kvalita je ovlivnéna zejména
vysokomolekularnimi podjednotkami glutenint (HMW), ackoli pekatskou jakost ovliviiuji 1
nizkomolekuldrni podjednotky glutenini a gliadiny. Geny pro vysokomolekularni
podjednotky gluteninti se nachdzeji na dlouhém rameni skupiny 1 chromozomi. Dobra nebo
Spatna pekaiska jakost je spojena s dvéma alelickymi pary na Glu-DI lokusu a to [Dx35-
IDy10 a IDx2-1Dyl2. Cilem prace byla detekce alelického slozeni v lokusu Glu ID u 56
genotypl pSenice obecné, a to metodou SPLAT pomoci 2 markerd a porovnanim vysledka
zjistit spolehlivost téchto marker.
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vzristajici dulezitosti, protoze definuje vyuziti a prodejnost pSeni¢nych vyrobkii.



V piipad¢ vhodnosti k pekaiskému zpracovani, tedy pro vyrobu kynutych tést, je pekatska
jakost déna predevsim obsahem a kvalitou bilkovin v pSeni¢éném zrné, ze kterych se vytvari
lepkovy komplex.

Podstatnou ¢ast lepku tvoti zasobni bilkoviny, proto se gliadin a glutenin oznacuji jako
lepkové bilkoviny, pficemz gliadin je povazovan za nositele taznosti, kdezto glutenin
pruznosti a bobtnavosti lepku (Ingr et al., 1993).

Galili et al. (1983) lokalizovali geny glutenini s VMH v dlouhych ramenech
chromozému 1A, 1B a 1D. Naproti tomu gliadinové geny byly zjistény v kratkych ramenech
stejnych chromozomi 1A, 1B a 1D. Dobra nebo Spatnéd pekaiska jakost je spojena s dvéma
alelickymi pary na Glu-D1 lokusu a to IDx5-1Dyl0 a 1Dx2-1Dy12 (D'Ovidio et al.,1994).
Kazdy lokus koduje dva typy vysokomolekuldrnich podjednotek gluteninli s riznou
molekularni hmotnosti. Vysokomolekularni podjednotky s vys$si molekularni hmotnosti
znacime jako typ x a podjednotky s niz§i molekularni hmotnosti zna¢ime jako podjednotky y.
Tyto podjednotky existuji v té¢sné genové vazbé a jsou ¢asto udavany jako x + y par. (Harberd
et al., 1986). Nezavisld zkoumani zjistila tésnou asociaci mezi alelickym parem HMW
x5+yl10 na lokusu Glu DI a lepsi pekatskou jakosti, zatimco naopak alelicky par HMW
x2+yl2 pekatskou jakost zhorSuje.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je dnes jednou z nejpouzivanéjSich technik
molekularni biologie je to rychld a nedestruktivni metoda, ktera je efektivni alternativou ke
standardnim proceduram uzivanym pfi selekci pSenice s dobrou pekatskou jakosti (Ahmad,
2000). SPLAT (Specific Polymorphic Locus Amplification Test) pfedstavuje ptivodni typ
PCR, kdy dochazi k amplifikaci dvéma primery definovaného lokusu. Vyhody metody
spocivaji v pomérné velké rychlosti analyz, v nepouzivani radioizotopli a v malém mnozstvi
vychozi genomové DNA. Nevyhoda spocivd v obtizném ziskavani spravnych sekvenci
primeri (Gale et al., 1992).

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material

Pro molekuldrni analyzy bylo pouzito 56 genotypti pSenice ozimé (Triticum
aestivum L., 2n = 6x = 42 chromozomt, genom AABBDD). Analyzované vzorky byly
ziskany z Genové banky VURV Praha — Ruzyné.

Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna ve fazi prvniho pravého listu pomoci GenElute Plant
Genomic DNA Kit od firmy Sigma. Kvalita (vysokomolekularita) izolované DNA byla
ovéiena v 1% agarozovém gelu pomoci elektroforetické separace na horizontalni
elektroforéze od firmy Bio Rad (USA). Timto zpisobem vyizolovanou DNA je mozno ihned
pouzit pro nasledné zpracovani metodami molekularni genetiky.



Stanoveni polymorfismu DNA

Pritomnost alely Glu 1D 5+10 byla detekovana metodou SPLAT v termocykleru T-
Gradient od firmy Biometra (SRN), optimalizovanou podle metodiky D" Ovidia a Andersona
(1994) za pouziti dvou primerti F 5 GCC TAG CAA CCT TCA CAA TC 3" aR 5" GAA
ACC TGC TGC GGA CAA G 3'. Pritomnost alely Glu ID 2+12 byla rovnéz detekovana
metodou SPLAT v termocykleru T-Gradient od firmy Biometra (SRN), F 5" GTT GGC CGG
TCG GCT GCC ATG 3" aR 5" TGG AGA AGT TGG ATA GTA CC 3" (Smith et al., 1994).

Na termocykleru T-Gradient byl pouzit PCR program zahrnujici 30 cykld. Teplotni a
casovy profil SPLAT reakce: 1x (94 °C, 180 s), 30x (94 "C 60 s, 63 °“C 455,72 °C 60 s) a 1x
(72 °C 300 s). Pro SPLAT reakci bylo chemické slozeni 25 pl optimalizovano podle metodiky
D’ Ovidia a Andersona (1994) nasledovné: 50 - 100 ng templatové DNA, 25 ng primeru, 1x
PCR pufr, 2,0 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1U Taq polymeraty. Reakéni smés byla
prevrstvena 15 pl mineralniho oleje.

PCR produkty byly uchovavany pii 4°C a separovany pomoci elektroforézy.
Agarozovy gel (1,5%) byl pfipraven v 1x TBE pufru a elektroforéza probihala pfi 120 V.
Vizualizace byla provedena pococi ethidium bromidu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Marker dobré pekatské jakosti, lokus Glu ID 5+10 pro detekci metodou SPLAT
(D’Ovidio a Anderson, 1994), byl pii vizualizaci na agar6zovém gelu verifikovan produktem
o velikosti 450 bp (obr. 1). Tento produkt prokéazal ptitomnost alely Glu 1Dx5. V ptipadé
absence tohoto produktu, byla detekovana alela Glu 1Dx2.

Obr. 1 Elektroforeogram SPLAT produkti detekujicich pfitomnost Glu 1Dx5 (S velikostni
standard 100bp ladder (Fermentas), 1. SG-S 1199-04, 2. SG-S 179, 3. SG-S 151-03, 4. SG-
S 6-03,5. SG-S 856-02, 6. SG-S 18-02, 7. Vinjet, 8. SW Kadrilj, 9. Sirael, 10. Granny, 11.
Leguan, 12. Aranka, 13. SG-S 2025-04)
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Marker zhorSené pekatské jakosti, lokus Glu 1D 2+12 po detekci metodou SPLAT.
Pti ziskani produktu o velikosti 612 bp na agarozovém gelu byla verifikovan alela Glu 1Dy 12
a produkt o velikosti 576 bp prokézal pritomnost alely Glu 1Dy 10 (obr. 2)

Obr. 2 Elektroforeogram SPLAT produktli detekujicich pritomnost Glu 1Dy12 (S velikostni
standard 100bp ladder (Fermentas), 1. SG-S 1199-04, 2. SG-S 179, 3. SG-S 151-03, 4. SG-
S 6-03,5. SG-S 856-02, 6. SG-S 18-02, 7. Vinjet, 8. SW Kadrilj, 9. Sirael, 10. Granny, 11.
Leguan, 12. Aranka, 13. SG-S 2025-04)

V tabulce 1 je uvedeno slozeni lokusu Glu ID. U 56 genotypii pSenice ozimé byla
uréena pritomnost produktu o velikosti 450 bp, tudiz ptitomnost alely Glu 1Dx5, a soucasné
ptitomnost produktu o velikosti 576 bp, detekujici alelu G/u 1Dy10. Produkt o velikosti 612
bp, ktery urcuje pritomnost alely Glu 1Dyl2, soucasn¢ nevykazal ptitomnost produktu 450
bp, tedy detekoval alelu Glu 1Dx2. Timto bylo potvrzeno, Ze podjednotky HMW gluteninti
s vy$8i molekularni hmotnosti (typ x) a podjednotky HMW s niz§i molekularni hmotnosti (typ
y) vytvareji tésnou alelickou vazbu Glu D1 x5+y10 a Glu DI x2+y12. Vliv téchto alelickych
para jako markerti pro pekaiskou jakost prokazalo mnoho autorti, jako napt. Ahmad, 2000,
Campos et al., 2004. Do souboru hodnocenych genotypl byla zatazena také odrida Fiorello,
kterd byla Pognou et al., 1987 pomoci bilkovinnych markerti prezentovana jako odrtida
obsahujici alelicky par Glu DI x5*+yl2. Glu 1Dx5* se ale vyznaCuje jinou alelickou
variantou a D’Ovidio et al., 1994 uvedl, ze jimi navrZeny marker, neni schopen tuto alelickou
variantu detekovat. Jak vyplyva z vysledkli uvedenych v tabulce 1, dosli jsme v této praci ke
stejnému zaveru.



Tab. 1 Metodou SPLAT detekovana pfitomnost alel v lokusu Glu 1D

Genotyp 1Dx5 1Dy12  |Genotyp 1Dx5 1Dy12
Alana + - SG-S 1823-00 + -
Apache - + SG-S 968-02 - +
Banquet + - SG-S 71-03 - +
Bill - + SG-S 91-03 - +
Karolinum + - SG-S 227-03 + -
lias + - SG-S 1165-03 + -
Complet + - SG-S 995-04 + -
Corsaire - SG-S 1229-04 + -
Drifter - + SG-S 1323-04 + -
Ebi + - SG-S 1085-04 + -
Meritto - + SG-S 2025-04 + -
Mironovska 808 + - Fiorello - +
Mladka - + Cheyenne + -
Nela + - Aranka + -
Rheia + - Leguan + -
Rialto + - Granny - +
Samanta + - Sirael - +
Sandra - + SW Kadrilj + -
SG-S 5-02 + - Vinjet + -
Sparta + - SG-S 18-02 + -
Sulamit + - SG-S 856-02 + -
Svitava + - SG-S 6-03 + -
Sarka + - SG-S 151-03 - +
Trend + - SG-S 179-03 + -
Zdar - + SG-S 1199-04 - +
SG-S 1875-01 + - Hartog + -
Herman - + Chinese Spring - +
CEB0104 - + Klasic + -

ZAVER

Provedené analyzy u 56 genotypi pSenice obecné (7riticum aestivum L.) prokdzaly, Ze
pekaiska jakost je spojena s dvéma alelickymi pary na Glu-DI lokusu a to IDx5-1Dyl0 a
I1Dx2-1Dy12. Po optimalizaci podminek SPLAT reakce pro danou laboratof, byla prokazana
vysoka spolehlivost a reproducibilita vysledki. Jedinou moznou piekazkou rutinniho vyuZiti
téchto markerti v praxi jsou pomérné vysoké naklady pii zafizovani laboratofe molekularni
genetiky a rovnéz samotnych analyz.
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