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Souhrn

Tvorba novych odrid je¢mene, vhodnych pro pfimé potravinarské zpracovani nebo se zlepSenymi parametry pro efektivnéj-
8i vyzivu zvifat je podminéna vyuzitim vychozich donora s geneticky determinovanym odliSnym chemickym slozenim zrna.
Jednou z moznosti zefektivnéni nasledného $lechtitelského procesu je aplikace postupt a metod, vyuZzivanych pfi prebreedin-
gu. Zakladni podstatou je jejich za¢lenéni do hybridizacnich program pro vytvoreni novych genetickych zdrojl s pozadovanou
kvalitou a v porovnani s plvodnimi zdroji i pfijatelnou urovni dil€ich hospodarskych znakul a vlastnosti.

V pfispévku je popsano vyuziti metod molekularni genetiky a jednoduchého kolorimetrického testu pro vybér hybridnich
materiald je€mene jarniho se zmé&nénym pomeérem amyl6zy a amylopektinu a se snizenym obsahem kyseliny fytové v zrnu.
Jsou diskutovany vysledky studia novych linii je€mene jarniho s geneticky determinovanou ovéfenou kvalitou zrna a sou¢asné
zlepSenymi hospodarskymi charakteristikami.
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Abstract

Development of the new barley cultivars, appropriate for direct food processing or with the improved parameters for more
efficient use in animal nutrition is condicioned by use of the initial genetic resources with genetically determined different
chemical composition of grain. One of the possibilities to make the follow-up breeding process more efficient is application of
the procedures and methods of prebreeding. The basic substance is their integration into hybridization programs for develop-
ment of new barley genetic resources with required quality and an acceptable level of individual agronomic characters and
properties in comparison with initial resources.

The contribution describes the molecular genetic methods and simple colorimetric test that have been used for the selection
of spring barley hybrid materials with changed amylose and amylopectin ratio and reduced content of phytic acid in grain.
Results of the study of new spring barley lines with genetically determined and certified grain quality together with improved

agronomic characteristics are discussed.
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Uvod

Je€men jako zdroj stravitelné vlakniny pro uplatnéni v lidské
vyzivé ziskava stale vétsi pozornost nejen ze strany odbornikd, ale
i vefejnosti a vyrobcu potravin. Vyrobky z je€mene, zejména diky
vysokému obsahu B-glukant, vykazuji fadu pozitivnich efekta
na lidské zdravi, spojenych s fyziologickym plsobenim pfi traveni,
se snizovanim hladiny cholesterolu v krevni plazmé, s pozitivhim
vlivem na stabilizaci obsahu glukézy v krvi, s prevenci rakoviny,
apod. Tzv. ,waxy“ genotypy je€mene se zménénym pomérem
zakladnich slozek Skrobu — amylézy a amylopektinu — jsou
charakterizovany nejen odliSnymi viastnostmi Skrobu, ale
soucasné maji tendenci ke zvySeni obsahu p-glukanut v zrnu. To je
predurCuje jako vhodnou surovinu k vyrobé funk&nich potravin se
zlepSenou nutri¢ni kvalitou. Za zmény v obsahu amylézy
v endospermu je zodpovédny lokus wax, ktery byl lokalizovan
na kratkém rameni chromozomu 1 (7H). Dominantni alela Wax
kéduje standardni podil amylézy a amylopektinu v zrnu (tj. cca
25-27 % amylozy a 75-73 % amylopektinu). Skrob je¢mene, ktery
ve své genetické vybavé nese recesivni alelu wax, obsahuje
uvedené polysacharidy v poméru 2-10 % amylézy a 90-98 %
amylopektinu (Ishikawa et al., 1995). Metody molekularni genetiky
umoznuji vybér pozadovanych recesivnich materidll jiz v ranych
generacich po kfizeni. Kolektiv autorll Domon et al. (2002) navrhl
vhodné markery k detekci pfitomnosti tfi odliSnych ,,waxy“ alel
(wax, Wax a novel Wax) ovliviujicich slozeni Skrobu v endospermu
zrna je€mene, které Ize vyuzit k jednoduchému vybéru v procesu
molekularné asistované selekce (MAS) genotypu se snizenym
podilem polysacharidu amylézy.

V zrné jeCmene, obdobné jako u mnoha dal$ich plodin je
rozhodujici podil fosforu, vdzany v podobé kyseliny fytové (myo-
inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis dihydrogen fosfore¢na kyselina).
Kyselina fytova patfi v oblasti krmivarstvi k pfirozenym Skodlivym,
tedy nezaddoucim latkam, protoze vytvari komplexy s kationty,
¢imz zhor8uje vyuzitelnost mineralnich latek, proteind a snizuje
aktivitu travicich enzymu. Fosfor v podobé kyseliny fytové
pfedstavuje problém zejména pfi krmeni monogastrickych zvifat
(drabez, ryby, prasata), kterd jej v této podobé& nemohou vyuzit.
Nevyuzity fosfor ze statkovych hnojiv se pak dostava do pudy,
kde dochazi k uvolnéni pusobenim enzymu pudnich
mikroorganismu, coz vede k jeho vyplaveni a nasledné
k ekologickym problémim souvisejicich se znecisténim
povrchovych vod fosfaty.

Jednim ze zpUlsobU FfeSeni je tvorba plodin se snizenym
obsahem kyseliny fytové. Ve svéte jiz existuji mutantni linie i prvni
odrudy je€mene, které maji jak snizeny obsah vazaného fosforu
v zrné, tak i naopak zvyseny podil volného fosforu (tzv. Ipa — low
phytic acid). Redukce obsahu kyseliny fytové a zvyseni volného
fosforu je podminéno lokusy detekovanymi na rdznych
chromozomech (1H, 2H, 4H a 7H). V zavislosti na tom, na kterém
lokusu k mutaci doSlo, mize byt obsah kyseliny fytové snizen
v rozmezi od 50 % do vice nez 90 % jejiho puvodniho obsahu.
Linie ozna¢ené M 422 (Ipa 1-1) a M635 (Ipa 3-1) byly vytvoreny
v USA zpétnym kfizenim mutantnich genotypl s jejich
rodi¢ovskou odridou Harrington. Bregitzer & Raboy (2006)
uvadeéji, ze redukce obsahu kyseliny fytové v zrnu téchto
materiall je v rozsahu 40-50 %, resp. 60-75 %.
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Vyuziti vychozich genetickych donor( je€mene s recesivni
alelou wax nebo zménami v podilu kyseliny fytové
ve Slechtitelskych programech je omezeno jejich nepfiznivymi
hospodarskymi vlastnostmi, zejména nizkou odolnosti vici
listovym chorobam a nedostate¢nou produktivitou v nasich
pudné-klimatickych podminkach. Tvorba $lechtitelskych
"polotovard" kfizenim s produktivnimi registrovanymi odriidami
je€mene je obdobou klasického prebreedingu a umoznuje
rychlejsi a efektivnéjsi vyuziti donorti novych nebo zlep$enych
nutriénich vlastnosti pro potravinarstvi i krmné uziti ve Slechténi.
Prebreeding tvofi dllezity mezistupen mezi konzervaci
a vyuzivanim genetickych zdroju rostlin ulozenych v genovych
bankach. Podle FAO predstavuje prebreeding veskeré ¢innosti,
které umoznuiji identifikaci poZzadovanych vlastnosti nebo genu
u neadaptovanych materidld, které nemohou byt pfimo vyuzity
ve Slechténi, a pfevod téchto vliastnosti do pfechodného souboru
materialu, které jiz Slechtitelé mohou déle vyuzit pfi tvorbé
novych odrad. V Sir§im slova smyslu je prebreeding chapan jako
soubor krokUl, které vedou k rozsifeni genetické diverzity
vyuzitelné v dalSim praktickém Slechténi.

V pfispévku jsou uvedeny dil&éi postupy a poznatky ziskané
v procesu prebreedingu vlastnich novych genetickych zdroji
a materialt je€mene jarniho s vyssi potravinarskou nebo krmnou
kvalitou zrna a zlepSenymi hospodéarskymi viastnostmi oproti
puvodnim donorim. Jedna se o materidly s geneticky
determinovanou pfitomnosti recesivni alely genu waxy nebo
snizenym obsahem kyseliny fytové v zrnu, u kterych byly
pozadované vlastnosti potvrzeny aplikaci molekularnich marker(
nebo jednoduchymi screeningovymi chemickymi metodami.

Chemické analyzy

Obsah beta-glukant byl stanoven kitem fy Megazyme (Mixed-
Linkage Beta-Gluccan Asay procedure: McCleary Method),
obdobné jako pomér amylézy a amylopektinu enzymatickou
kolorimetrickou metodou (Amylose /Amylopectin Assay Kit).

Obsah kyseliny fytové (PA v mg.g™) a fosfatu (Pi v mg.g™" -
vyjadfeno jako kyselina fosfore€¢na) ve vzorcich zrna byl
dodavatelsky stanoveny metodou kapilarni isotachoforesy podle
Blatného et al. (1995).

Detekce recesivni alely genu wax pomoci molekularniho
markeru

Recesivni alela genu wax byla detekovana podle
modifikovaného postupu autord Domon et al. (2002). Genomova
DNA byla izolovana z 14 dni starych rostlin pomoci DNeasy Plant
Mini Kitu (Qiagen). Inzeréné- dele¢ni polymorfizmus byl zjistovan
za pomoci specifickych primert (p-197, p+606), ohraniCujici ¢ast
5° sekvence wax genu na kratkém rameni chromosomu 1(7H).
Produkty PCR byly separovany na horizontalni agarézové
elektroforéze v prostredi 1x TAE pufru. Oddélené DNA fragmenty
byly zviditeInény pomoci UV transiluminatoru a zdokumetovany
digitalnim fotoaparatem.

Screeningovy test obsahu volného fosforu

Volny anorganicky fosfor v zrné je€mene byl stanoven podle
rozpracované a upravené metodiky (Raboy et al., 2000)
s vyuzitim tzv. Chenova ¢inidla (Chen et al., 1956) na bazi
molybdenanu amonného, kyseliny sirové a kyseliny askorbové.
Kolorimetricky test (KT) je jednoduchou vizudlni metodou, ktera
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Material a metody

Experimentalni material

Vlastni hybridni materialy byly ziskany kfizenim odrad jeémene
jarniho, donort recesivni alely genu waxy s bezpluchym typem
zrna (HB803, Merlin, CDC Candle) a standardnich pluchatych
sladovnickych odrtd/linii.

Genotypy je€mene jarniho se snizenym obsahem kyseliny
fytové, vytvorené krizenim vybranych odrid jemene jarniho,
vlastnich hybridnich materialt s pluchatym i bezpluchym typem
zrna s mutantnimi genotypy, ziskanymi z USA (Prof. Raboy,
University Idaho), se snizenym obsahem kyseliny fytové v zrnu
(M422 a M635).

Vytvorené vlastni linie a rodiCovské odridy byly péstovany
v letech 2008-2010 v polnich podminkach lokality Kroméfiz
na parcelach o vymére 10 m® (3 opak.) standardnimi p&stebnimi
postupy po predplodiné ozimé rfepce. Sklizefi byla provedena
maloparcelnim kombajnem, vynos zrna byl pfepoéten na t.ha”
a procenticky srovnan s primérem kontrol, ve vzorcich zrna byla
stanovena HTZ (v g).

Obr. 1: PCR analyza rostlin F3 generace z rtiznych kombinaci
krizeni jeCmene jarniho

Pozn.: M ... 100 bp marker, B ... negativni kontrola; vzorky
¢. 19 a 20 jsou heterozygotni s wax/novel Wax typem skrobu; ¢.
64, 65 a 67 — hledané hybridni materialy s wax typem Skrobu
(600 bp); ¢. 70 — 600 bp (wax) — rodi¢ovska odriida CDC
Candle; ¢. 71 — 1000 bp (novel Wax) — rodi¢ovska linie
Nord9460D7; &. 72 — 800 bp (Wax) — rodi¢ovska odrida Nordus
(foto: M. Pouch)

hodnoti obsah volného anorganického fosforu v zrn& pomoci
intenzity kolorimetrické reakce a umoznuje rychlou detekci
kfizencU s recesivnim projevem Ipa alel.

Vysledky a diskuse

Pro detekci pfitomnosti recesivni alely genu wax byly vyuzity
vzorky zrna materialt sklizenych z polnich podminek. Hodnoceni
inzeréné-dele¢niho polymorfismu rodi¢ovskych forem a kfizencl
ukéazalo, Ze dana metoda je jednoducha a presna. V disledku
kodominantniho projevu je mozné spolehlivé identifikovat nejen
pozadované recesivni genotypy, ale i heterozygoty, které Ize
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v naslednych vybérech déle Slechtitelsky vyuzit (Obr. 1). Metodika
detekce recesivni alely genu wax byla ovéfena a rozpracovana
pro praktické Slechtitelské a dalsi vyzkumné pouziti (Vaculova
a Pouch, 2008).

Selekce provedend pomoci metody MAS umozZiiuje vybér
vhodnych materialt s o¢ekavanou kvalitou zrna, t.j. snizenym
obsahem amyldzy a zvySenym obsahem vldkniny potravy,
reprezentované B-glukany (Tab. 1). Testace nové vytvorenych
genetickych zdroju v polnich podminkach a pomoci chemickych
analyz potvrdila, ze byly vytvofeny linie s kombinaci znakt
a vlastnosti obou rodi¢l (vynos zrna, HTZ, apod.). Z primérnych
dat ziskanych v experimentalnich letech vyplyva (hodnoceno
vzdy 2-8 linii v jednotlivych kombinacich kfizeni), ze vyuziti
rozdilnych donor( waxy charakteru $krobu ma vliv na primeérné
hodnoty sledovanych znakl a vlastnosti. Zejména u kombinaci
kfizeni s rodi¢ovskymi odriidami HB 803 a Merlin doslo
ke zvySeni produktivity, pfiCemz noveé linie vynikaly i vy$Sim
obsahem beta-glukanu v zrné. Linie z kombinace kfizeni HB 803/
NoD22 (ozna¢ena KM2551.469.1.02) ma prakticky totozny
obsah B-glukant a vy$8i HTZ v porovnani s waxy donorem HB
803, av8ak dosahuije statisticky vyznamné vys$siho pramérného
vynosu zrna (0 15,7%).

V pfipadech, kdy je sledovany znak podminén multigenng,
byva vyuziti molekularnich marker v ranych generacich
po kfizeni mélo spolehlivé. Osvéd¢&uji se zde rychlé a levné
screeningové metody.

analyz obsahu kyseliny fytové a fytatu v zrné. Byla prokazana
vysoka spolehlivost tohoto screeningového hodnoceni (Tab. 2),
které pro Slechtitele mize predstavovat nejen ¢asovou, ale
i finan¢ni usporu pfi selekci pozadovanych genotypl, zejména
pfi nutnosti hodnoceni velkého mnoZzstvi vzorku.

Ze sledovaného souboru genotypu je $lechtitelsky zajimavym
vychozim zdrojem linie KM2881.622.2.07, vytvofena kfizenim
vlastniho nového genetického zdroje s waxy typem Skrobu
(Nordus/CDC Candle) s donorem Ipa — M635. U tohoto materialu
se podafilo nakombinovat vice pozadovanych nutri¢né
vyznamnych vlastnosti, a to bezpluchy typ zrna, waxy charakter
Skrobu a snizeny obsah kyseliny fytové i zvySeny obsah volného
fosforu v zrnu.

Zavér

Prebreeding si neklade za cil dosdhnout uplné morfologické
vyrovnanosti novych genetickych zdroju, nicméné ma smysl
zejména v pfipadech, kdy je tfeba nakombinovat vice
pozadovanych vlastnosti, znak(l a parametrd do jednoho
genotypu. Zarazeni vhodnych genotypl do procesu prebreedingu
predstavuje pro budouci vyuZiti ve Slechténi vyznamnou ¢asovou
i finan¢ni Usporu.

Vybrané nové genetické zdroje se zlepSenymi nutri¢nimi
parametry, vhodné pro vyuziti ve Slechténi odrad potravinarského
typu, byly pfedany do Genové banky CR a jsou k dispozici véem
zajemclm o jejich vyuziti. Vac¢i pivodnim donoriim predstavuji

ys

kys. .

oznaé&eni kombinace, . typ bodova ov4 fosfat a0 celkovy

. podil, % vy

Ipa donora / ukazatel ~ Pedigree zrna” hodnota f‘::,A) (Pi) obsah P
KT v %*

mg.g” PA Pi

M422" M422 pl 4,5 4,00 1,71 67,6 32,4 78,2
M635" M635 pl 5 3,58 3,67 46,5 53,5 101,9
KM2881.622.2.07 KM2645.412.6.1/M635 nw >5 2,82 3,83 39,6 60,4 94,2
KM2715.645.4.07 Barke/M635 pl >5 3,24 3,81 43,1 56,9 99,4
KM2666.644.05 KM2311/M635 pl 25 9,44 1,06 88,8 11,2 140,6
KM2666.542.4.08 KM2311/M635 pl >5 2,93 3,56 42,3 57,7 91,5
KM2693.88.6.08 M422/KM2283 n 4 7,30 1,41 82,2 17,8 117,5
KM2911.623.2.07 M422/KM2640.411.2.1  nw 4 4,27 2,38 61,5 38,5 91,7
KM2693.19.2.08 M635/KM2283 2,5 9,25 0,65 92,6 7,4 132,0
KM2696.648.13.0 M635/KM2283 3,5 7,44 0,86 88,5 11,5 111,3
KM2696.614/2.07 M635/KM2283 n 3 8,51 1,74 81,3 18,7 138,4
KM2696.614.15.07 M635/KM2283 >5 5,49 4,18 58,9 46,1 134,6
KM2845.174.05 M635/Prestige pl 4 6,60 1,17 83,4 16,6 104,7

experimentalniho souboru.

! - Ipa rodi¢ovské donory; ? - n = bezpluchy, pl - pluchaty typ obilky, w = waxy typ $krobu; ° - hodnoty kolorimetrického testu
podle obsahu volného fosforu v zrn&; ¥ - na zakladé molarni hmotnosti byl proveden vypoé&et podilu kyseliny fytové (PA v %)
a fosfatu (Pi v %) vUc¢i celkovému poolu fosforu (P) ve vzorku a stanoven podil P ve vzorku (%) vaci priméru daného

Tab. 2: Nové linie jeCmene jarniho s rozdilnym obsahem kyseliny fytové a fosfatu v zrné

Kolorimetricky test (KT) je jednoduchou vizualni metodou,
ktera u cilovych materialt po pfidani Chenova ¢inidla hodnoti
intenzitu kolorimetrické reakce srovnanim s kontrolami o pfedem
znamém obsahu volného fosforu (Obr. 2).

Vysledky kolorimetrického testu provedeného u hybridnich
materidld je€mene jarniho v ranych generacich byly nasledné
oveéreny ve vysSich generacich pomoci standardnich chemickych

tyto materidly vyznamny posun v mnoha hospodarsky dualezitych
znacich a vlastnostech, zejména v odolnosti ptivodcum chorob
(padli travni), odolnosti poléhani (zkracenim délky stébla) a zvySeni
celkové produktivity porostu. Uspé&$nost vyuziti donort waxy typu
Skrobu Ize jednodus$e kontrolovat jiz ve Stépicich generacich
ovéfenymi metodami MAS.
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Materialy se snizenym obsahem kyseliny fytové mohou byt
vyznamnymi zdroji v programech Slechténi odrdd krmného typu,
avsak je nezbytné, aby byly rovnéz vysi vynosu pfijatelné pro
budouci péstitele. S vyuzitim ovérfené screeningové metody
kontroly obsahu volného fosforu je vybér pozadovanych kfizencu
jednoduchy a finanéné dostupny pro Siroky okruh $lechtitelu.
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Obr. 2: Kolorimetricky test
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