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ABSTRACT

The aim of this study was to acquire winter wheaed with good quality, containnig
untraditional HMW-GS (17+18, 13+16), for future amporation to breeding processes for the
purpose of developing new varieties with improveedld-making quality. At first, two sets of
progeny were obtained by crossing. In the first tbet influence of HMW-GS on bread-
making quality indicators was evaluated waAd R generations. In Fgeneration SDT value
was influenced significantly (P<0.01) by alleles @Glu-1A and Glu-1D loci, in the J
generation SDS test value was significant influenag alleles of all three loci - Glu-1A, Glu-
1B (P<0.01), Glu-1D (P<0.05), respectivelly. Protaiontent in the § generation was
significantly influenced (P<0.01) by alleles on @lA loci, while in the & generation on Glu-
1B loci. Hardness of corn was significantly infleexd (P<0.01) by alleles at Glu-1D loci in
both generations. Wet gluten content was statlstigaluenced (P<0.01) by alleles on Glu-
1D loci. Quality of second set was not statisticalaluated in theFgeneration.
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UvoD

Pri tvorbe novych genetickych zdrojov rastlin jelom zlep& ich produktivitu, kvalitu,
rezistenciu proti chorobam a cely rakhlSich znakov a vlastnosti. Ako uvadzaju autori
HaniSova, Horic¢ka (2002) v skorych generaciachachtenia musi I'achtitd’ pracova
s malym mnozstvom osiva, vySSou heterogenitowaindp@&tom vzoriek, preto je potrebné
pri hodnoteni na aképouziva analyzy s malou natoog’ou na mnozstvo osiva, pam je
mozné vyuzi bielkovinové markery — gluteniny, gliadiny, ktos&l zdrojom prvych
informécii o pekéarskej kvalite uz v skorych gené&él (Gale, 2005) Gliadiny a gluteniny
tvoria 70-75 % celkového obsahu bielkovin v zif@hewry et al., 2001) Z vysledkov
svetového vyskumu vyplyva, Ze niektoré vysokomol@ine gluteninové podjednotky
(HMW-GS) prispievaju k zlepSeniu pekarskej kvalpgenice letnej Za zdroje vysokej
pekarskej kvality su ozdavané odrody s HMW — Glu komplexnymi alelami 1 aled*
(lokus Glu-1A), 7+8, 17+18, 13+16 (lokus Glu-1B}1® (lokus Glu-1D)(Payne, 1987;
Shewry et al., 1992; Graybosch et al., 1994; Takatet al., 2000; Gianibelli et al., 2001,
Gregova et al., 2001).Délezitou vlastna®u pri selekcii Bachtitd’'skeho materialu do
vySSich generécii je, Ze gluteninové gény sa damtlaminantne, v désledikioho je mozné
rozlisit genotypy heterozygotné od genotypov homozygotiigehny, Sasek, 1996, Galova
et al., 2002).

Ciel'om prace bolo ziskakvalitné linie pSenice letnej f. ozimnej s nettagimi génmi pre
HMW gluteninové podjednotky, ktoré budu zaradené’di$ieho Sachtité’ského procesu za
ucelom vydachtenia odréd, ktoré budd zodpovegeziadavkam pmohospodarskej praxe,
spracovatkov a tiez spotrebitev.
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MATERIAL A METODIKA

Biologicky material

V préci boli pouzité linie pSenice letnej formy wwiej (Triticum aestivumL.), ktoré sme
ziskali krizenim odrdd s netrgdiymi géenmi pre HMW gluteninové podjednotky 13+16 a
17+18, ktoré priaznivo ovplywju pekarsku kvalitu zrna pSenice. Odrody boli arsk

z Génovej banky SR CVRV-VURV v Piggnoch azo slovenskych a zahtaich
SPachtitd’skych stanic. Krizenie sme realizovali Wpych podmienkach vo vegeéta/ch
rocnikoch 2003-2004 a 2004-2005. Ziskané zrpgdéneracie sme analyzovali na zastlupenie
HMW-GS pomocou SDS-PAGE. Na analyzu bola pouzité jeina polovica zrna, druha
polovica zrna s embryom bola na zaklade vysledk@alya vysiata v poli.

Elektroforetické delenie zasobnych bielkovin

Zasobné semenné bielkoviny sme izolovali z endospersuchych, zrelych fa.
Homogenizaciu in sme robili mechanicky rozdrvenim. Extrakciu ghiteov sme realizovali
pod’a Standardnej metody IST@Vrigley, 1992). Pre elektroforetické separacie bielkovin v
SDS-PAGE sme pouzili elektroforetickl jednotku Beot 11 (Bio-Rad). VSetky frakcie
zasobnych bielkovin separované v SDS-PAGE smelifarbiztoku pripravenom zmieSanim
95 ml 10% kyseliny trichléroctovej a5 ml 0,5 % toku Coomassie Brilliant Blue R 250
v etanole. Elektroforetické profily sme vyhodnotila denzitometri LD-01 Instrument pri
vinovej dzke 632,8 nm. Ako Standardy sme pouzili todiské odrody.

Analyzu alelickej zostavy v lokusoch Glu-1A, Glu,@u-1D a nasledny vyget Glu
hodnotenia sme robili pdd katalégu alel pre vysokomolekularne gluteninogdjgdnotky
(Payne, Lawrence 1983)

Laboratorne analyzy ukazovat@ov pekarskej kvality

Laboratérne analyzy ukazovéte pekarskej kvality (obsah bielkovin, tvrdaana a mokry
lepok) boli realizované v laboratériu kvality CVRVJRYV Pie¥any na pristroji NIRSystems
6500. Hodnoty sedimentaého testu boli analyzované vo VSS Maly Sari$ nikaEnou
metodou poth Hyza (1986) Pre analyzu sme pouzili navazku 0,75 g Srotulédjs/ analyz
boli Statisticky vyhodnotené analyzou rozptylu egname Statgraphic.

VYSLEDKY PRACE A DISKUSIA

V praci bolo pouzitych 20 rodibvskych genotypov pSenice letnej formy ozimnej @€oak 5,
Axis, llias, PS — 11, PS — 24, Akteur, Sulamit,|,Bilam 200, Ebi , Mladka, SW Topper,
Shamrock, Charger, Altos, Erebus, Armelis, AligBsty, Mironovska 808), ktoré boli do
krizenia vyberané na zaklade kvality, zdravotnétawis a Urodnosti. Nakrizenych bolo 22
kombinacii v prvom roku realizacie vyskumnej prac@ kombinacii v druhom rokdim sme
ziskali dva subory populacii sluziacich ako vyclsédvy zaklad vyskumnej prace.

HMW-GS vyznamne ovplyiwju technologicku kvalitu pSeni¢gdhmad, 2000 ; Horvat et
al., 2002; Branlard et al., 2003; Schwarz et al.,(®4), preto bola jednym z kritérii pri
selekcii $achtitdského materialu kompozicia HMW-GS. DdalSieho 8achtitd’ského
procesu sme vyberali homozygotné potomstvo s nétrgiechi HMW Glu- alelami 17+18 a
13+16, ktoré su ukazovdiai dobrej pekarskej kvalityBranlard, Dardevet, 1985; Uhlen
1990). Uvedené gluteninové podjednotky su brazilskeho{185) a australskeho (17+18)
pévodu(Rabinovich et al. 2000 v naSich odrodach sa takmer nevyskytuja.

Frekvencia vyskytu HMW-GS prveho suboruy-FF, generacii je zaznamenana na obrazku
1. Na lokuse Glu-1A sa s napsbu frekvenciou vyskytovala podjednotka 1, ktoregliel sa

v F, generacii zvysil v porovnani s lgeneraciou o 9 %, naopak, podiel podjednotiek?® a
sa mierne znizil. V odrodach pSenice letnej f. ammvy¥achtenych v oblasti strednej a
zapadnej Eurdpy s chladnejSimi klimatickymi podrkemi je podjednotka O, ako marker
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zimuvzdornosti (Witkowski et al., 2008) zastupena s vysSou frekvenciou v porovnani
s kodujucimi podjednotkami na lokuse Glu-1A. V mablych rokoch vSak zaznamenavame
miernejSie  zimy, ¢im nedochddza ktak vyraznej selekcii na zimuvzo®rnako

v predchadzajucich dedaciach. Pre porovnanie, oblasti s miernou klimou, ajeo
Spanielsko, Argentina, maji na lokuse Glu-1A zastiip prevazne podjednotku 2*
(Gianibelli et al., 2002)

Na lokuse Glu-1B bol s ¥&ou frekvenciou zaznamenany alelovy par 17+18. Vy8diel
potomstva stymto alelovym parom bol spdsobeny imyS$odielom vychodiskového
materialu, ktory sme ziskali krizenim rdol zastupenych v prevaznej miere podjednotkami
17+18. Na lokuse Glu-1D méa vo vSetkych sledovangeheraciach prevazné zastupenie
alelovy par 5+10 (87 — 95,5 %) pozitivne prispiéeak pekarskej kvalite pSaemého zrna.
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Obrazok 1 Porovnanie frekvencie vyskytu HMW-GS prvého submauokuse Glu-1 v £ F;
a K generacii.
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Kompozicia HMW gluteninovych podjednotiek druhéhbaru v R — F; generacii je
znazornena na obrazku 2. Na rozdiel od prvého subarna lokuse Glu-1A s najigbu
frekvenciou vyskytovala podjednotka 0, ktora bodzrmamenana az v 93 % potomstva v
generacii i, v generacii fmala 100 % zastupenie.
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Obrazok 2 Porovnanie frekvencie vyskytu HMW-GS druhého submadokuse Glu-1 vFa
F3 generacii.

Na lokuse Glu-1B sme, podobne ako v prvom suboreik®u frekvenciou vyskytu
zaznamenali alelovy par 17+18 (64 %), alelovy @16 bol zastupeny v 36 % respektive 43
% v F, ak generacii. VSetky odrody pouzité do krizenia vianm subore mali na lokuse
Glu-1D alelovy pér 5+10, v désledkoho bolo v potomstve 100 %-né zastUpenie uvedeného
alelového paru.

Na zéklade uvedenych vysledkov m6zeme skonStétdeazastupenie HMVWjluteninovych
podjednotiek vo vé&ine ziskaného materidlu smeruje k vySSej frekvemgskytu alel

s priaznivym vplyvom na pekarsku kvalitu.
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V prvom subore bolo na zéklade vysledkov vegeiah pozorovani zd generacie
vyselektovanych 87 klasovych potomstiev, ktoré @aldali z 11 kombinécii. V sledovanom
subore k generacie mali na hodnotu SDS testu na 99 % hadyjznamnosti Statisticky
preukazny vplyv podjednotky na lokusoch Glu-1A a-&GD (Tabuka 1).Uvedené vysledky
nazn&uju, Ze hodnota SDS testu je ovplyvnené zloZzenimWHiluteninovych podjednotiek.
Tarekegne et al. (2005kkuamali subor etiopskych pSenic, v ktorom nemadjgdnotky na
lokuse Glu-1A Statisticky vyznamny vplyv na hodn&DS testu. Statisticky vyznamny vplyv
(P<0,05) alelickej premenlivosti na lokuse Glu-1® \jSak v sulade s naSimi vysledkami.
Potomstvo, ktoré malo vo svojej skladbe podjedn@kumalo Statisticky preukazne (P<0,01)
vysSi SDS test ako potomstvo s podjednotkou 1.r#@aysledkov prac autoro®Bontag-
Strohm et al. (1996), Tarekegne et al. (2005na potomstvo nesuce podjednotku 2*
Statisticky preukazne vysSiu hodnotu SDS testu p&tbmstvo s nulovou alelouo je

v sulade s vysledkami naSej pradlen (1990)spaja podjednotky 13+16 s vy$Sou hodnotou
sedimentaneho testu, podjednotky 17+18 vSak, na rozdiel adirdosiahnutych vysledkov
spaja s nizkym obsahom bielkovin v zrne. Medzi ewgthi alelovymi parmi neboli zistené
Statisticky preukazné rozdiely v hodnotach jedrgdh ukazovatiéov kvality (Tabika 2).
Obsah bielkovin bol v sledovanom subore pSenicstkly preukazne ovplyvneny (P<0,01)
zastupenim HMW-gluteninovych podjednotiek na lokGde-1A. Najvyssi priemerny obsah
bielkovin, ktorého hodnota bola 15 %, bol zaznamgnapSeniciach s podjednotkou 2*.
V obsahu bielkovin medzi podjednotkami na lokusGdh-1B a Glu-1D nebol zaznamenany
Statisticky preukazny rozdiel.

Na zaklade zistenych vysledkov mézeme skonstétata HMW-Glu podjednotky nemali
Statisticky preukazny vplyv na obsah mokrého lepku.

Tvrdog’ zrna bola Statisticky preukazne ovplyvnena HMWghinovymi podjednotkami na
lokuse Glu-1D, najvysSia hodnota uvedeného ukaebwat bola zaznamenana
v pSeniciach alelovym parom 5+10p je vrozpore s autormiuo et al. (2001) ktori
nezaznamenali Statisticky vyznamny rozdiel vo vplyodjednotiek 5+10 a 2+12 na tvrdos
zrna.

TabuPka 1 Priemerné hodnoty jednotlivych ukazovate kvality vziHadom na zastupenie
jednotlivych HMW-GS — prvy subor senerécia.

HMW-GS Bielkoviny | Tvrdog zrna| Mokry lepok | SDS test
(%) (NIRS) (%) (ml)

Glu-1A

0 13,6 a 73,2 a 32,1 a 55,9 a
1 140 a 77,2 a 33,0 a 512 b
2* 150 b 73,9 a 36,7 a 61,0 Q
Glu-1B

13+16 13,8 a 72,7 a 32,8 a 56,4 a
17+18 140 a 76,8 a 33,0 a 52,2 a
Glu-1D

5+10 14,0 a 76,5 a 33,0 a 53,2 a
2+12 134 a 647 b 319 a 50,7 b

Rozdielne pismena viptoch pod sebou , a, b, ¢* znamenaju Statisticlgukazny rozdiel
(P<0,05).
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Taburka 2 Analyza rozptylu sledovanych ukazovaie kvality — prvy subor, fgenerécia.
Tvrdog’ zrna SDS test
Bielkoviny (%) (NIRS) Mokry lepok (% (ml)
Glu-1A F-test 5,34 1,03 2,75 15,34
P-hodnota i - - i
Glu-1B F-test 1,6 0,77 1,65 0,87
P-hodnota - - - -
Glu-1D F-test 0,54 13,79 0,01 7,85
P-hodnota - o - i

* (P<0,05), ** (P<0,01), - (P>0,05)

Z F, generécie prveho suboru bolo vyselektovanychri6pbchadzajicich z 11 kombinacii.
Najvyssi priemerny obsah bielkovin sme zaznamdgiid®jo4 %) v potomstve nesucom na
lokuse Glu-1A podjednotku 1 (Tatka 4). Statisticky vyznamny vplyv HMW gluteninovych
podjednotiek na obsah bielkovin sme vSak zaznamkmaha lokuse Glu-1B (Talfka 3),
kde mali vySSi priemerny obsah bielkovin pSeniatekvym parom 17+18.

Tvrdog’ zrna bola rovnako ako v subore; Eeneracie Statisticky vyznamne (P<0,01)
ovplyvnena podjednotkami na lokuse Glu-1D, vysSSierpernu tvrdo$ zrna sme opa
zaznamenali v pSeniciach s alelovym parom 5##.z&klade vysledkov analyz vSak bola
vsubore E generacie najvysSia  priemerna  tvedos zrna  zaznamenana
v pSeniciach podjednotkou 2*.

Obsah mokrého lepku bol Statisticky vyznamne ovpéngy podjednotkami na lokuse Glu-
1D. Najvyssi priemerny obsah mokrého lepku, ktorébdnota bola 37,31 %, bol rovnako
ako v subore # generacie zisteny v pSeniciach s podjednotkou (A*edeny ukazovate
dosiahol najnizSiu priemerna hodnotou 29,57 %ap8eniciach s alelovym parom 2+12.

Na hodnotu sedimentaého testu FFgeneracie mali Statisticky vyznamny vplyv podjeithyo
vSetkych troch lokusov na 99 % hladine vyznamn@shi-1A, Glu-1B), respektive na 95 %
hladine vyznamnosti (Glu-1D)NajvysSia priemerna hodnota sediméntho testu bola,
podobne ako v subore; Fjeneracie, zistena v pSeniciach, ktoré mali naidekGlu-1A
podjednotku 2*. Medzi hodnotou sedimeimého testu pSenic s podjednotkou 2*
a podjednotkou 1 bol Statisticky vyznamny rozd{Ek0,01). Witkowski et al. (2008)

v sledovanom subore pekych pSenic zistili, Ze pSenice nesuce na lokuse-16
podjednotku 1 mali Statisticky vyznamne (P<0,01¥3ry hodnotu SDS testu ako pSenice
s nekodujucou alelou. Z vysledkov naSej prace naogplyva, Ze vyssSiu hodnotu SDS testu
mali pSenice s podjednotkou O v porovnani s podjgau 1. Podjednotka O je vSeobecne
povazovana za ukazovétehorsej pekarskej kvality. Na hodnoty kvalitativhyukazovatéov
vSak vplyva okrem HMW gluteninovych podjednotieklycead d’alSich faktorov aich
vzajomneé interakcie, z tohto dbévodu nie je moznénioverne posudj preo doslo

k uvedenému rozdielu. Na lokuse Glu-1D mali, rounako v subore fgeneracie vysSiu
priemernd hodnotu SDS testu pSenice s alelovym npafe+t10, uvedena skuloog
koreSponduje s vysledkami autordarekegne et al. (2005), Luo et al. (2001)Poda
autorov Vinterova et al. (2003)su podjednotky 5+10 su pritomné w$i@y odrod pSenic
s pekarskou kvalitou E.
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Taburka 3 Priemerné hodnoty jednotlivych ukazovate kvality vzi’adom na zastupenie
jednotlivych HMW-GS — prvy suborjfeneracia.

HMW Glu- |Bielkoviny |Tvrdog’ zrna| Mokry lepok | SDS test
podjednotky | (%) (NIRS) (%) (ml)
Glu-1A
0 12,71 a 69,38 a 33,92 a 52,73 a
1 13,04 a 74,26 a 36,04 a 48,17 b
2* 12,73 a 76,14 a 37,31 a 56,29 a
Glu-1B
13+16 12,38 a 67,73 a 33,23 a 49,86 a
17+18 13,01 b 74,09 a 36,03 a 5494 p
Glu-1D
5+10 1296 a 75,15 a 36,32 a 54,94 a
2412 12,41 a 56,65 b 2957 b 49,85 p
Rozdielne pismena viptoch pod sebou ,a, b* znamenaju Statisticky prenkaozdiel
(P<0,05).
Taburka 4 Analyza rozptylu sledovanych ukazoviae kvality prvy subor k-generacia.
Tvrdog’ zrna SDS test
Bielkoviny (%) (NIRS) Mokry lepok (% (ml)
Glu-1A F-test 1,38 1,30 0,51 7,64
P-hodnota - - - o
Glu-1B F-test 6,34 1,53 0,84 4,31
P-hodnota o - - o
Glu-1D F-test 2,30 34,28 13,03 4,13
P-hodnota - ** * *

* (P<0,05), ** (P<0,01), - (P>0,05)

Z druhého stiboru snea zaklade vysledkov vegeétg/ch pozorovani vybrali zgFgenerécie na
kvalitativne analyzy 4 populacie. Vidadom na uvedeny pet populacii nebolo mozneé
Statisticky vyhodnoti vplyv HMW- gluteninovych podjednotiek na ich kuali

ZAVER

Vyuzitie markerovo asistovanej selekcie sa ukazlje vhodny spdsob ziskavania novych
genetickych zdrojov, ktoré budd sléiznielen pdnohospodarskej praxi, ale budu tiez
zékladom pre tvorbu novych genotypov s poZadovanylastnosami. Ide predovsetkym
o tvorbu genotypov s parametrami pekarskej kvality dobrou rezistenciou proti chorobam,
ktora umoiuje obmedzi vyuzivanie fungicidov. Podjednotky 13+16 a 17+0i8/odrodach
pestovanych na Slovensku zastipené len zriedkavidgpnp ich pozitivny vplyv na
technologicku kvalitu pSenice uz bol dokazanycl@aenie tychto podjednotiek do novych
odréd bude prinosom pre zvySenie variability od@&achtitd’skych linii vytvorenych
krizenim takychto odrdéd. $asne novovytvorené odrody s pekarskou kvalitou budu
prispdsobené miestnym klimatickym podmienkam.

Praca vznikla v rdmci rieSenia rezortnej ulohy Va&006 UO 27/091 05 01/091 05 11
.Biologické faktory podmiéujuce efektivnu a konkurencieschopnu rastlinna byifo
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