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ABSTRACT 
Molecular markers were used to identify the allele composition of loci Glu-A1, Glu-B1 and 
Glu-D1 of high-molecular-weight (HMW) glutenin subunits in 15 triticale genotypes 
(varieties and breeding lines). Amplified DNA fragments of HMW glutenin alleles were 
separated by agarose slab-gel electrophoresis. Differences between all the three alleles at the 
locus Glu-A1 [Glu-A1a (encoding Ax1), 1b (Ax2* ) and 1c (AxNull)] were observed. PCR 
reaction (annealing) of a specific marker was optimised for the allele Glu-A1b in PS3 primer 
combination. In the variety Palomino the alleles Glu-A1b and Glu-A1c were detected from 
different DNA isolations. DNA was isolated from a mixed sample and so it was not possible 
to distinguish whether it was an admixture in the seed sample or a heterozygous constitution 
of the genotype. Two alleles were detected at the locus Glu-B1 [Glu-B1-1a (encoding Bx7) 
and Glu-B1-1b (Bx7* )] by PS4 primer. The allele Glu-D1d (HMW subunits 5+10) was 
detected in breeding lines that carried translocations of segments of wheat chromosome 1D to 
rye chromosome 1R only. Identification of wheat Glu-1 alleles using DNA markers can be an 
alternative for early selection of triticale genotypes with good bread-making quality. 
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ÚVOD 
Od pšenice seté (T. aestivum L., 2n = 6x = 42, BBAADD) se hexaploidní tritikale                 
(X Triticosecale Wittmack, 2n = 6x = 42, BBAARR) liší přítomností žitného genomu R, 
kterým byl nahrazen genom D pšenice. Tritikale lze pokládat za významnou plodinu 
využitelnou pro zvyšování produkce především v marginálních oblastech, kde již nyní 
poskytuje lepší výnosy i rentabilitu pěstování oproti pšenici. V současnosti je využíváno 
především ke krmným a průmyslovým účelům, jeho využitelnost pro lidskou výživu je zatím 
zanedbatelná. Velkou výzvou, která stojí před genetiky a šlechtiteli, je vytvoření tritikale 
pro potravinářské využití. Znamenalo by to dosažení takových technologických parametrů, 
které by byly podobné jako u odrůd pšenice určených pro pečení chleba. Pekařské odrůdy 
tritikale by měly mít rovněž podobné spektrum vhodných gluteninových a gliadinových alel 
jako u potravinářské pšenice. U pšenice jsou gluteniny kódovány na dlouhém ramenu 1. 
homeologické skupiny chromosomů (1BL, 1AL a 1DL) a gliadiny na krátkých ramenech 1. 
a 6. homeologické skupiny (1BS, 1AS, 1DS, 6BS, 6AS a 6DS) (Gálová et al., 1998, 
McIntosh, et al., 2006). Vliv běžně se vyskytujících gluteninových a i gliadinových alel 
na pekařskou kvalitu je známý a lze ho vyjádřit pomocí „skóre“ - míry jakou ho ovlivňují 
v kladném nebo i záporném smyslu (Payne a Lawrence 1983, Metakovsky et al., 1997). 
U tritikale přítomnost sekalinů, kterými byly nahrazeny gluteniny a gliadiny na 1D a 6D vede 
k odlišné technologické kvalitě, která se jeví jako nevhodná pro pekárenství (Peña, 2004). 
K průlomu došlo u tritikale po vytvoření série translokací chromosomu 1R, do kterého byl 
přenesen z chromosomu 1D segment s alelou Glu-D1d (který nahradil Sec-3), případně ještě 
další segment nesoucí Gli-D1 a Glu-D3 a další segment nahrazující Sec-1 (Lukaszewski, 
1998, 2006). 
Využití donorů těchto translokací umožnilo dosáhnout dílčího šlechtitelského zlepšení 
pekařské kvality u tritikale (Woś et al.,  2008, Matějková et al., 2009). Úspěšnost šlechtění 
tritikale pro pekařské účely závisí však nejen na využití výše zmíněných translokací, 
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ale rovněž na vhodné sestavě zásobních bílkovin kódovaných na chromosomech pšeničného 
původu a na zabudování genů pro nižší aktivitu hydrolytických enzymů.  
Práce se zabývá dílčí problematikou orientovanou na detekci vybraných alel kódující 
vysokomolekulární (HMW) podjednotky gluteninů  u současných odrůd a linií tritikale s tím, 
že do budoucna by rozpracování těchto detekčních metod mělo vést k cílenému výběru 
parentálních genotypů pro hybridizaci tak, aby bylo možné vytvářet linie tritikale s předem 
navrženými alelickými sestavami pro požadované gluteninové, respektive gliadinové 
a sekalinové typy zásobních bílkovin zrna.       
Ve šlechtění tritikale na zlepšenou pekařskou kvalitu se stále více využívají vhodné genetické 
markery. Vhodnými metodami, které to umožňují, jsou např. polyakrylamidová elektroforéza 
zásobních proteinů obilky (SDS-PAGE a A-PAGE) (Payne a Lawrence, 1983), případně 
jejich chromatografická analýza (RP-HPLC) (Wieser et al., 1998) a kapilární elektroforéza 
(Bean a Lookhard, 2000). Rozvíjí se i aplikace DNA markerů pšenice a žita založená na 
PCR (Salmanowicz a Dylewicz, 2007). 
Cílem práce byla identifikace alel lokusů Glu-A1, Glu-B1 a Glu-D1 pro gluteninové jednotky 
s vysokou molekulovou hmotností (HMW) u vybraných genotypů tritikale pomocí alelicky 
specifických DNA markerů. 
 
MATERIÁL A METODY 
Identifikace alel lokusů Glu-1 (Glu-A1, Glu-B1 a Glu-D1) byla realizována u 15 genotypů 
tritikale (Tabulka 1). Směsné vzorky osiva byly získány z Agrotestu fyto, s.r.o. Kroměříž 
v roce 2008. Pro molekulární analýzy byla genomová DNA izolována  pomocí izolačního kitu 
DNeasy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napěstovaných rostlin ve fázi jednoho listu (5-7 dní staré 
rostliny). Koncentrace DNA ve vzorku byla po izolaci zjištěna spektrofotometricky. Pro 
detekci jednotlivých alel lokusu Glu-A1 byly použité primerové kombinace PS1 a PS2 
(Lafiandra et al., 1997) a PS3 (De Bustos et al., 2000), v případě lokusu Glu-B1 primerové 
kombinace PS4 (Butow et al., 2004). Pro detekci alely Glu-D1d byl využit protokol  
D´Ovidio a Anderson (1994). 
 
Tabulka 1 Analyzované genotypy tritikale 
Genotyp Firma 
Agrano Pflanzenzucht Saka, GbR (GER) 
Baltiko, Benetto, Leotino, Madilo, Palomino Danko Hodowla Roslin, Sp. z o. o. (PL) 
Mungis KWS Lochow GmbH (GER) 
Nazaret Selgen, a. s. (CZE) 
Pawo Hodowla Roslin Strzelce, Sp. z o. o. (PL) 
SW Talentro SW Seed BV (NDL)  
V2-18-08, V2-36-08,  
V2-45-08 

translokace 1R.1D5+10-2 

V3-6-08, V3-41-08 translokace Valdy 

Linie vytvořené v Kroměříži se 
zlepšenými pekařskými parametry. 
Obsahují různé typy translokací 
chromosomu 1R, které vytvořil A.J. 
Lukaszewski v USA. 

 
Reakční směs o celkovém objemu 25 µl obsahuje: 30 ng templátové DNA, 0,5 U Taq 
polymerázy (Promega, USA), 1x odpovídající pufr, 7,5 µM každého primeru a 100 µM 
každého dNTP. Teplotní a časový profil reakce pro PS primery vycházel z práce 
Salmanowicz a Dylewicz (2007). Pro primerovou kombinaci PS3 byla optimalizována 
teplota annealingu (nasedání primerů) pro technické vybavení laboratoře pomocí gradientové 
PCR. Elektroforetická separace probíhala na 1,5 % agarosovém gelu (barvení ethidium 
bromidem) a výsledné DNA produkty byly srovnány s velikostními standardy (100 bp DNA 
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Ladder /Invitrogen/, pBR322 DNA HaeIII /ABgene/ a λDNA/Eco471(AvaII) /MBI 
Fermentas/) podle velikosti výsledného amplikonu. 
 
VÝSLEDKY A DISKUSE 
Při použití primerové kombinace PS1 je možno rozlišit na základě výsledného produktu alelu 
Glu-A1b (1400 bp) od zbývajících dvou alel (1500 bp). V našem případě byl však rozdíl při 
použití teplotního a časového profilu Salmanowicz a Dylewicz (2007) mnohem menší než 
uváděných 100 bp (Obrázek 1). Pro lepší interpretaci a zkrácení doby analýzy je vhodné 
využít na základě našich zkušeností agarosový gel o nižší koncentraci, např. 0,5 - 1 %. 
Pro detekci výskytu alely Glu-A1c (produkt o velikosti 920 bp) byla úspěšně využita 
primerová kombinace PS2. Pro technické vybavení laboratoře Ústavu biologie rostlin AF 
nebylo nutné upravit teplotní a ani časový profil reakce. Pro ověření výsledků byla využita 
i primerová kombinace PS3 umožňující detekci alely Glu-A1b (produkt o velikosti 2650 bp). 
Při použití teplotního a časového profilu převzatého z literatury vznikalo větší množství 
nespecifických produktů, a tak byla na základě gradientové PCR zvýšena teplota annealingu 
z původních 57 oC na 58 oC při zachování původních časových období, což vedlo ke snížení 
počtu nespecifických amplikonů. Výsledky primerové kombinace PS3 korespondovaly 
s výsledky dosaženými při použití primerové kombinace PS1. 
      
 

 
Obrázek 1 Rozlišení alely Glu-A1b (produkt cca 1400 bp) od ostatních alel v lokusu  
Vysvětlivky: M – velikostní marker λDNA/Eco471(AvaII) /MBI Fermentas/, 1 - Agrano , 2 – Baltiko, 3 – 
Benetto, 4 - Leontino, 5 – Nazaret, 6 – Madilo, 7 - Palomino, 8 - Pawo, 9 – Mungis, 10 – SW Talentro, 11 – V2-
36-08, 12 – V2-45-08, 13 – V3-6-08, 14 – V2-18-08, 15 – V3-41-08. 
 
U většiny analyzovaných genotypů (86,7 %) byla detekována alela Glu-A1b (kódující Ax2* ). 
Výjimkou z analyzovaného souboru byla odrůda Leontino s alelou Glu-A1c (AxNull) 
a odrůda Pawo s alelou Glu-A1a (Ax1) (Tabulka 2). Stejných výsledků u odrůd Baltiko 
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a Pawo dosáhli Salmanowicz a Dylewicz (2007). V případě odrůdy Palomino byly v různých 
izolacích detekovány dvě různé alely (Obrázek 2). Jednalo se o Glu-A1b a Glu-A1c. Využití 
směsných vzorků pro izolaci DNA neumožňuje konstatovat, zda se jedná o příměs cizího 
genotypu nebo o heterozygotní konstituci. Pro tyto účely by byla nutná analýza z jednotlivých 
rostlin. Šašek et al. (2000) uvádějí v případě jednotlivých alel lokusu Glu-A1 predikční 
hodnoty pekařské jakosti pšenice, tzv. Glu skóre od 0 (Glu-A1c) do 1,5 (Glu-A1b).  
V rámci lokusu Glu-B1 jsme pomocí primerové kombinace PS4 získali specifické spektrum 
produktů v rozpětí od 180 do 920 bp umožňující rozlišení alel Glu-B1-1a (kódující Bx7) a 
Glu-B1-1b (Bx7*). Alela Glu-B1-1b byla detekována jen u tří odrůd (Mungis, Palomino a 
Pawo). Ve zbývajících případech byla detekována alela Glu-B1-1a (80 %).  Stejně jako u 
lokusu Glu-A1 korespondují výsledky lokusu Glu-B1 u odrůd Pawo a Baltiko 
s výsledky práce Salmanowicz a Dylewicz (2007). Pro stanovení predikční hodnoty alel 
v lokusu Glu-B1 je nutné stanovit, zda se mimo alel Glu-B1-1a a Glu-B1-1b nevyskytují 
i další alely ve vazebné skupině, např. primery publikovanými Lei et al. (2006).  
V případě alely Glu-D1d, která je u pšenice považována za marker dobré pekařské kvality,  
uvádějí Šašek et al. (2000) bodovou hodnotu 3. Tato alela byla v našem souboru detekována 
produktem o velikosti 450 bp jen u šlechtitelských linií vytvořených v Kroměříži (Obrázek 3), 
které obsahují některou z translokací chromosomu 1R. U standardních odrůd tritikale 
se chromosomy genomu D nevyskytují, tudíž ani nebylo možné tuto alelu detekovat. 
 
 

A)  
 

B)  
Obrázek 2 Verifikace přítomnosti alely Glu-A1c (produkt 920 bp) ve dvou různých izolacích 

genomické DNA tritikale 
Vysvětlivky: A) – první izolace, B) – druhá izolace, M – velikostní marker λDNA/Eco471(AvaII) /MBI 
Fermentas/, 1 - Agrano , 2 – Baltiko, 3 – Benetto, 4 - Leontino, 5 – Nazaret, 6 – Madilo, 7 - Palomino, 8 - Pawo, 
9 – Mungis, 10 – SW Talentro, 11 – V2-36-08, 12 – V2-45-08, 13 – V3-6-08, 14 – V2-18-08, 15 – V3-41-08. 
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Tabulka 2 Detekované alely v lokusu Glu-1 
Genotyp Alely lokusu Glu-1 
 Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1 
Agrano b 1a - 
Baltiko b 1a - 
Benetto b 1a - 
Leontino c 1a - 
Madilo b 1a - 
Mungis b 1b - 
Nazaret b 1a - 
Palomino b/c 1b - 
Pawo a 1b - 
SW Talentro b 1a - 
V2-18-08 b 1a d 
V2-36-08 b 1a d 
V2-45-08 b 1a d 
V3-6-08 b 1a d 
V3-41-08 b 1a d 
Vysvětlivky: Glu-A1a (kóduje Ax1), Glu-A1b (Ax2*), Glu-A1c (AxNull), Glu-B1-1a (Bx7), Glu-B1-1b (Bx7*) a 
Glu-D1d (Dx5+Dy10) 
 
 

 
Obrázek 3 Verifikace přítomnosti alely Glu-D1d (produkt 450 bp) 
Vysvětlivky: M – velikostní marker pBR322 DNA HaeIII /ABgene/, 1 - Agrano , 2 – Baltiko, 3 – Benetto, 4 - 
Leontino, 5 – Nazaret, 6 – Madilo, 7 - Palomino, 8 - Pawo, 9 – Mungis, 10 – SW Talentro, 11 – V2-36-08, 12 – 
V2-45-08, 13 – V3-6-08, 14 – V2-18-08, 15 – V3-41-08. 
 
ZÁVĚR 
V práci jsou prezentovány výsledky identifikace alel lokusu Glu-1 (Glu-A1, Glu-B1 a Glu-
D1) pro podjednotky gluteninů s HMW u 15 genotypů tritikale. Předmětem dalšího studia 
bude optimalizace DNA markerů pro identifikaci alel v rámci lokusu Glu-B1 pro možnost 
zpřesnění odhadu Glu-skóre za účelem predikce pekařské kvality. Popsané metody 
a protokoly mohou být prakticky využívány v rámci šlechtitelského programu tritikale na 
výběr lepší pekařské jakost pomocí markerů, tzv. markery asistovaná selekce. 
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