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|. CIL UPLATN ENE METODIKY

Cilem metodiky je na zékladviceletych vyzkumnych pozndika
zkuSenosti ze studia &wvych genetickych zdréj vlastnich no¥
vytvofenych materid jeémene a vysledk vyzkumu z let 2008-2011
shrnout a popsat postup Wh a tvorby novych vychozich zdfoj
je¢mene (prebreeding) ke Sleght na nesladovnickou kvalitu zrna.
Pozornost je &novéna pedevsim firozenym Skodlivym latkam, jejichz
nutriécni Cinek je dvojaky z pohledu sekdvaného uzitkového snu
Slechéni (krmné vs. potravirtaké uziti zrna).

ll. VLASTNIi POPIS METODIKY

.L1. Uvod

Je&men Hordeum vulgard..) pati ke s¥towe nejdilezitéjSim obilninam,
které se podileji na zabezpai vyzivy lidi a hospodékych, zejména
monogastrickych zvat. Slechni na jakost zrna {enene je sloZité,
protoze se jednd o komplexni vlastnost, kterd jgdigna fadou
ukazatel. Sledovani a hodnoceni Ur@éjakostnich ukazatélje sogasti
seleknich postup a souvisi s uZitkovymi sény Slechéni. Tradice
doméciho jemendstvi je historicky zartena na Slechii sladovnickych
odrnid s vysokou sladakou a pivovarskou hodnotou (Graman 1998).
Slechtni na  sladovnickou jakost je  nejromgsim  a
nejpropracova¥sim smérem Slechtni. Zde se parametry dith
jakostnich znak postupg formulovaly podle poZadavkjednotlivych
sladoven a pivovar (Svaina 2008). Slechtitelské cile orientované na
dalSi uzitné sery jako krmnd jakost nebo fimné potravingské ci
primyslové vyuZziti, jejichZ rozvoj je mladSiho datgnmaji do dneSniho
dne striktt propracovana kvalitativni kritéria. Slechtitelsiite zangrené
na tvorbu krmnych odd byly sice formulovany jiz v minulém stoleti
(Kolektiv 1976), avSak doposud se nepldatyto zangry realizovat.
Mimo jiné i proto, Ze dodnes nejsou stanoveny obestceptovatelné
pozadavky na krmnou hodnotu zrn&reene, platné proizné druhy a
kategorie hospodskych zvfat. Na druhé str&nale existuje porrné
jednozn&ny nazor na fitomnost latek, které maji minimalni vyzivnou
hodnotu, sniZuji krmnou kvalitu zrna nebo dokonésgbi toxicky(Kalat

a Mika 1997).

Jemen, obdob# jako dalSi obiloviny, obsahuje celdadu neZzadoucich,
prirozenych Skodlivych latek, které se v &rayskytuji jako produkty
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sekundarniho metabolismu nebo meziprodukty zaktadmietabolickych
reakci, pipadre jako stavebni latky buk. K témto latkdm seradi
kyseliny fytova, nesSkrobové polysacharidy a celapgha fenolickych
latek. Na druhou stranu ale neSkrobové polysachatitavre jejich
rozpustna forma, a tené skupiny polyfenolickych latek apobi
prokazatelt priznivé v prevenci mnohych civilizmich chorob, takze pro
vyzivu lidi jsou v rostlinnych produktech naopakkbmi Zadoucimi
(Prugaret al 2008). Role &hto latek je tedy dvojaka (ambivalentni) a
meéni se podle toho, zda je zrno zkrmovano nebo jéityk pimé lidské
vyZivé, tedy podle konmého spdebitele.

VyuZziti vhodnych genetickych zdibjako donod vySe uvedenych latek
je ¢asto limitovano jejich nevhodnymi hospaésiéymi vliastnostmi. Pro
Slechéni novych oditd s vysokou nuténi hodnotou a ifjatelnou drovni
péstitelsky poZadovanych znaka vlastnosti jsou proto uZéee
rozpracované vychozi materidly, u nichZ jsou jiepgeny wkteré
hospodéky vyznamné ukazatele.

Kyselina fytova

Fosfor pati k biogennim makroprukm, dileZitym pro spravnyist a
vyvoj vSech organisth Kyselina fytova (déle jen PA) je esteranyo
inositolu a kyseliny fosfokmé (Obr. 1) a je hlavni zasobni formou
fosforu zrg obilovin. Fredstavuje 65-80% celkového fosforu zrna a vice
nez 95% vsSech forem inositol polyfosfatextrahovatelnych v kyselém
prostedi (Raboy 1997).

OPGH OPGH
OPGH

H0 \ OP@H
OPQH

Obr. 1 Kyselina fytovamyo- inositol - 1, 2, 3, 4, 5, 6 — hexakis
dihydrogen fosforéna kyselina (Zdroj: Marounek 2004)

Perikarp s filehlou aleuronovou vrstvou a &k obsahuji 10-20x vice
kyseliny fytové nez endosperm. Fytaty se hromatfietn zrani zrna,
lokalizuji se do aleuronovychélisek v aleuronové vrsdv obilnin,
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ptipadré do bilkovinnych granuli v endospermu. Globoidyklize),
které se vyskytuji v aleuronovych partikulich neltdlkovinnych
granulich, obsahuji kyselinu fytovou v komplexu evévymi prvky,
zejména K a Mg, mérs Ca, Fe, Mn.

Fytat se vyskytuje jako komplexniilszvand fytin, kterd je fedevSim
zasobni energetickou latkou, iniciatorem dormancgsobnim mistem
mineralnich latek (Marounek 2004). Chemicky neldsgibenim enzymu
fythzy je fytin Sépen na molekuly kyseliny trihydrogen fosfomné a
inositolu. Inositol se&adi do skupiny vitaminu B a je pro vySSi Ziwhy
nepostradatelnou latkou. U biologicky aktivniho nmgsitol-6 fosfatu
byly dokonce pozorovanyiznivé antikancerogenntiiky (Graf a Eaton
1993).

Z druhého pohledu jsou fytatyfipzens se vyskytujici toxikanty
(Oberleas 1989), které vyi&i nerozpustné, biologicky n&ané
komplexy stadou dleZitych mineralnich latek, blokujigkteré travici
enzymy u zuiat a ¢lovéka a negativél ovliviuji vyuZitelnost Zivin a
nutricné vyznamnych latek. V rozvojovych zemich a ve sképm
konzumeni s pgevahou rostlinné stravyrippiva gitomnost fytdtu k
deficienci Zeleza a zinku (Linet al. 2003; Manart al, 2000; Mendoza
et al 1998). Monogastricka hospdd&4 zvtata a ani lidé nemaji vhodné
enzymatické systémy, které by mohly kyselinu fytova jeji derivaty
acinng Sepit. Vyuziti fytdtového fosforu je tak s#nomezeno zejména u
citlivych monogastt (dribeZ a ml&’ata wibec).

Jinym negativnim dopadentifpmnosti PA v krmnych a potravifskych
plodindch je skutost, Ze nestrdveny fosforigghdzi do wSiho
prostedi, hromadi se v ok a dostdvd se do spodnich vod, kde
predstavuje nezanedbatelny zdroj d&B&ni Zivotniho prosedi
(Miettinenet al. 1997).

Hrubé vldknina

Souwasti sacharidového komplexu zrnénpene je kroré Skrobu, volnych
cukni a malého mnozZstvi oligosachdridtaké hrubd vldknina a
neskrobové polysacharidy, jejichz obsah, chemitd®esi a fyziologické
pasobeni ovliviuje kvalitu a vlastnosti zrna prézané konéné uZziti.

Ve smyslu chemického stanoveni sé€lefuje tzv. hruba vlidknina, ktera
je tvorena hlavi celul6zou, hemicelulbézou, ligninem a pektinem. diva
se, Ze zvySeni obsahu vldkniny o 1% sniZuje stlast susSiny zrna
priblizné o 3,5% (Just 1982). VyuZiti viakniny kolisé v z@esti na druhu
hospodéskych zvfat, zdroji vldkniny, stupni lignifikace, arovni
zpracovani, typu analyzy apod. Obsah vlakniny vikamze vyznama
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snizit z#azenim odid s bezpluchym typem zrna do krmnych davek.

Pluchy tvai 10-13% suSiny (Bhattgt al. 1974). Jsou tueny hlavi
celulézou, hemiceluldzou, ligninem, pektinem a malymnozstvim
bilkovin. Podle skterych autolt miZe odstraéni pluch u j€émene sniZzit
obsah hrubé vlakniny na Uravgako u kukidice nebo pSenice (Bhatty
1986), protoZze mezi stravitelnosti energie, obsalpmeh a podilem
hrubé vlidkniny v zré je¢mene je silnd negativni korelace (Bell al
1983).

NeSkrobové polysacharidy

Zatimco vldknina je hodnocena jako chemicky ukdagtEvné hodnoty
krmiv, neSkrobové polysacharidy (NSP), které washilovin pini funkci
stavebnich polysachatidjsou z pohledu nutini kvality tazeny spiSe do
skupiny aktivnich antinuttnich faktofi. Jedna se o nestravitelnou nebo
omezel stravitelnougast vlakniny. Nkteré jsou rozpustné ve wad
vétSina nikoli. Ve stevnim traktu bobtnaji a zvySuji viskozitu trdveniny
Tim zhorSuji pohyblivost zivin i travicich enzyinv travicim ustroji a
omezuji absorpci Zivin, zejména tukV pripad vyuZziti jeémene jako
suroviny pro vyrobu potravin je ale role NSP diarlet odliSna.
Nezadouci zvySeni viskozity v travicim traktu jégosuzovani vhodnosti
zrna jémene Kk vyzi¢ lidi naopak pozitivnim jevem. K ifznivym
acinkam  vySSiho podilu viakniny ve stravpati snizeni hladiny
cholesterolu, snizeni rizika vyskytu rakoviny tklsd steva, prevence
obezity a cukrovky (Baik a Ullrich 2008). Problemat NSP z pohledu
perspektivy vyuziti ve zdravé a preventivni lidskézive jako
vyznamného zdroje vldkniny potravy bylénevanatrada odbornych a
védeckych praci jak ve st (Bhatty 1992; 1995; Newmaet al 1989;
Newman a Newman 1991, aj.), tak i v tuzemsku (Hiesgerovéet al
1997; 2005; 2006a; Havlova 2001; Vaculova 1992;Wa et al 2000
aj.). Z hlediska vyZivy zvat i vyuZziti k gimé vyrolg potravin jsou u
jeémene z NSP nejvyznarjgi B-glukany (-3, 1—4)-8-D-glukany -
dale BG) a arabinoxylany (pentozany). Obsah BG yklev2 az 10 %)
zavisi na genotypu ¢§enenu. Pro potraviriéké &ely jsou vhodné oddy
bezpluchého jamene s vysSim obsahem BG (>5 %) a stravitelné wigkn
(Taketaet al 2004; Bhatty 1992); fenen sladovnicky naopak bydhn
obsahovat méhBG (max. 1,5 — 2 %). Uvadi se, Ze existuji rozdily
obsahu BG mezi 2adymi a vicéadymi odfidami j&mene (Fastnauglet
al. 1996, apod.). Vy3sSi obsah BG byl také &#m u mnoha genotyps
bezpluchou obilkou (Baidoet al. 1998; Boro%t al 1996).

Vyvoj genotyf jarniho je‘mene s waxy typem endospermu
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Chemické slozeni Skrobu ouivje vlastnosti a moznosti jeho
technologického pouZziti. V zamu vytkeni variability a roz$éni
moznosti uplaténi Skrobu ve vyZiy lidi jsou ve s¥té Slechény odiidy
polnich plodin obilovin s geneticky podmdfiym rozdilnym zastoupenim
dvou hlavnich polysachafdSkrobu — amyl6zy a amylopektinu. P&m
amylézy a amylopektinu ve Skrobu vyznafrnpodmiiuje technologické
vlastnosti zrna a mouky (texturu a mleci charaktidey zrna, bobtnavost
a gelovaci schopnost Skrobu, jeho teplotni retdagia rozpustnost,
absorpci vody, bod mazo¥ai, bod varu, hustotu, bod tuhnutifivast,
atd. - Munck 1985; Swanstogt al 1995). Zrno se snizenym obsahem
amylézy je lépe technologicky zpracovatelné a walizé k vyrols
nékterych druli pokrmi (Box et al. 2005).Genotypy j€émene s nizkym
nebo naopak vysokym obsahem amyl6zy maji tendemcivySenému
obsahu BG (Ullrich et al. 1986; Swanstetnal. 1997) nebo jejich vysSi
vytéznosti (Izydorczylet al.2000). V Eznych odiidach jémene je podil
amylopektinu ve Skrobu cca 74-79% a 25-30 %itamyl6za. Materialy
obilnin, u kterych je snizen obsah amylézy (az dd00%) maji
mownatjsi a nekei endosperm a jsou proto oznaany jako ,waxy".

Polyfenolické latky

Polyfenolické latky se jako sekundarni metabolagmézeji v kazdé vyssi
rostling. Rostliny si je vytvéeji na obranu proti $iklcim a chorobam,
mnohé z nich maji fungicidni, baktericidni i virdni &innost a jsou
vyznamnymi obsahovymi latkami spojovanymi s reakeaitlin na zniny
vrgjSich podminek (reakce na abiotické typy stresuhalker-Scott a
Krahmer 1989; Mayer 2006).

Zrno jeémene ma vyssi obsah polyfefiplzejména flavandl nez dalsi
obiloviny, jako napiklad pSenice, oves, tritikale, ryze, apod.
(McMurrough et al 1983). V zri¢ je¢mene je vysoky obsah
polyfenolickych latek obsazen zejména v aleuronergh& a obalech,
tedy pluSe a plusce. V obalovych vrstvich tddého jémene byl
stanoven vysSi obsah polyfefidtanini) nez u 2kadého jémene, rozdily
existuji i v zavislosti na proveniencicimene (Goldammer 1999). Obsah
fenolickych latek v zrnu je variabilni a zavisi jaka konkrétnich
powtrnostnich podminkach lokality a zdravotnim stawuogtu, tak i na
vlastnim genotypuisludné odidy jeimene.

Polyfenolické latky a kvalita potravin
Obdobi jako v gipad jiz vySe fytati a neSkrobovych polysachatid
mohou byt i tyto fytonutrienty posuzovany z rozgdh Ghii pohledu.
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Flavonoidy (pevazi anthokyany, flavonoly, flavony, katecholy a
flavanony), isoflavonoidy a ostatni polyfenoly jssilnymi antioxidanty
(Alvarez et al 2006; Richard-Forgett al. 1995; Sekanina a Taborskéa
2004). Fenolické latky ovliwji rozhodujici senzorické vlastnosti piva,
jako je chd, vang, barva a gnivost, ale také maji vliv na koloidni
stabilitu a tedy na celkovou trvanlivost piva (Inngt al 1981; Kellneret
al. 2005; McMurroughet al 1996). Fenolické latky se nachéazeji
predevSim v obalovych¢astech obilky, kde jsou vazany spolu
s polysacharidy a proteiny. Fenolické latky a Jejexida&ni produkty
jsou casto souasti biochemickych pochéd spojenych s produkci
barevnych slogenin. Oxidace polyfendl a flavonoidi zpisobuje tzv.
Lnnédnuti* a viadt piipad: tak negativl ovliviiuje senzorickou kvalitu
potravin&skych produld.

Polyfenolické latky a krmna kvalita zrna‘ipeene

Vysoky obsah polyfenolickych latek v zrnkrmného jémene a v
krmivérsky vyuzivanych vedlejSich produktech po sladovamag.
sladovém kitu) je negativnim faktorem, ktery owiuje hodnotu této
suroviny pro krmeni. Bkteré volné fenolové kyseliny se podileji na
tvorbé o-chinorii, které jsou schopny vazat esencialni aminokyseliny
lyzin a methionin. Do skupiny polyfenolickych latede fadi také
tiisloviny, které jsou v podmné vysokém mnoZstvi obsaZeny v
aleuronové vrstv a obalech zrna §enene. Krmiva s vysokym obsahem
téislovin pisobi Skodli¥ na sliznice traviciho traktu, denaturuji digestivn
enzymy, ¢imzZ sniZuji odbourdvani a resorpci Zivin z krmiveudrna
2004). \Wgi tiislovinam je nejvice citlivA dbez. V souvislosti s vySSi
hladinou tislovin v krmivu byly pozorovany i senzorické &my produkf
Zivogisné vyroby (zmnéna che a viné masa, olivov zelené Zloutky
vajec).

[1.2.  Vlastni metodika

Prebreeding novych vychozich zdirggémene jarniho pro nesladovnické
vyuZziti s diferencovanym obsahertirpzenych Skodlivych latek v z&n
umoziuje vytvdait nové zdroje pro naslednou tvorbu wdis diametralé
odlisnym vyuzitim. Vzhledem k tomu, Ze dostupné ajeké zdroje
nedosahuji¢asto poZadované Urayrhospodésky vhodnych znak a
ukazatel, je pedselekce (prebreeding) matekidls pozadovanym
chemickym sloZenim zrna &gpobem jak urychlit dalSi postupi wyvoiji
novych genotyp. Realizace hlavniho cile metodiky, tedy shrnytbpisu
postupu B vybéru a tvorld novych vychozich zdréjjeémene vhodnych
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ke Slechini jeémene na nesladovnickou kvalitu zrna je strdsha
predevSim na metody, které uniof prowienymi nebo no¥
rozpracovanymi a validovanymi postupy pro#adybér genotym s
pozadovanym nizkym nebo vysokym obsahem sledovarggjména
prirozenych Skodlivych latek. Séasti vyhodnoceni experimentalnich dat
je diskuse k vysledkn ziskanym i hodnoceni souboru vybranych
vychozich odid, donofi sledovanych latek a novych linii ¢aene
jarniho, vytvd@enych ve spolmosti Agrotest fyto, s.r.o.

[1.2.1. Chemické a molekularni metody

I1.2.1.1. Hodnoceni a vy#r genotypi jeémene se snizenym obsahem
fytatového fosforu

Jednim ze Zjsohi jak zlepSit vyuZitelnost fosforu je vyvoj novyclrad
je¢mene se snizenym obsahem kyseliny fytové (déle & &yySenou
hladinou fosfatu (dale Pi). V procesu klasickéhecBtni jsou k tomuto
Gcelu vyuzZivany materidly s geneticky poderiau redukci obsahu PA
(low phytic acid — Ipa), vytviené chemickou mutagenezi (Raboy a Cook
1999, Rasmussen a Hatzack 1998, a.j.). V rdes@ni dané problematiky
byly vyuZity mutanty jémene jarniho, ziskané z USA (prof. V. Raboy,
University Idaho), vytvéené pisobenim azidu sodného na zrno
sladovnické odrdy Harrington (Raboy a Cook, 1999). Tyto materiggdy
liSily jak redukci obsahu PA, tak i genetickou det@maci znaku pro
snizeny obsah PA (Larsat al. 1998; Roslinskyet al.2007): M422 (gen
Ipal-1, lokalizovany na chromosomu 2HL; cca 50% redukbsabu
fytatu), M1070 (gerlpa2-1, lokalizovany na chromosomu 7HL), M635
(gen Ipa3-1, lokalizovany na chromosomu 1HL — cca 75% redukce
obsahu PA) a M955 (bez genetické lokalizace znaR6-90% sniZzenim
obsahu PA).

PouzITE METODY

a) Analyza obsahu kyseliny fytové a fosfatu v zih

Podstata metody

Ve vzorcich zrna jamene byl obsah kyseliny fytové (PA v mg)ga
fosfatu (Pi v mg.g - vyjadeno jako kyselina fosfoted) stanoveny
metodou kapilarni isotachoforesy podle Blaghwal. (1995).

Pracovni postup

Uprava vzorku

Zrna byla nejprve rozemleta pomoci dgddtvého mlynu Retsch ZM 200
(velikost oka sita 0,75 mm). Asi 10 g takto roze#éte vzorku bylo poté
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rozemleto na vibgmim mlynku Retsch MM301. Fosfat a fytat byl
preveden do roztoku extrakci s 0,25 M HCI. Filtrdtedtny

demineralizovanou vodou (10x) byl pouzit pro isbtHoretickou

analyzu.

PouZita instrumentace

Analyza byla provedena na dvoukapilarovém eleknetfokém
analyzatoru IONOSEP 2004 (Recman-laboratorni —t&ahniCR)

s vodivostnim bezkontaktnim detektorente@iseparéni FEP kapilara
120x0,6 mm, sepatai FEP kapilara 120x0,25 mm). Kalibrace byla
provedena metodou #3iho standardu. Ze zasobniho roztoku 5 mM
fytové kyseliny a 5 mM fosfatu bylaipravenarada kalibranich roztok

o koncentraci 0,01 az 0,1 mM (0,01, 0,02, 0,04800,1 mM). Byla
ziskana kalibréni rovnice (zavislosti délky viny fytatu/fosfatu rheho
koncentraci), kterd byla pouZivdna pro vyhodnocenalyz vzork
je¢émene.

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vysledky hodnoceni souboru vybranychidiripa donoit a linii jemene

s pluchatym i bezpluchym zrnem ukéazaly, Ze obs#oeého fosforu,
PA i Pi je velmi variabilni. Jak plyne z Tab. 1, ngsoké mie
promenlivosti se podepsal hlaynroénik 2001, kdy byly nagteny
vyznamré odlisné hodnoty obsahu PA (vipnéru az 3,2 krat vyssi) i Pi
(v prameru az 2,1 krat niZsi) nez v letech 2002-2003.

Analyza variance prokazala, Ze v celém souboru \oybpce vyznamnym
zdrojem pronsnlivosti nejen réniky, ale v pipad obsahu vyuZitelného
fosforu i genotypy. Jefejmé, Ze k dosaZeni Zmy prikaznosti odidy
jako faktoru proranlivosti pro Pi vedlo fedevSim zgazeni Ipa mutant
Na druhé strahjejich pritomnost ovlivnila i ptmérny obsah PA a Pi v
souboru pluchatych otid, takZe se jako vyznamny zdroj prémivosti
jevil rovnéZ typ zrna. Mezi materialy ggmene s pluchatym a adfami
(CDC Candle, HB803, Merlin) a novymi liniemi s barghym typem
zrna byla zji&®na statisticky vyznamna diference v obsahu PA (5,11
vs.7,77 mg.@), pravatpodobi i v disledku vysokého obsahu PA u linie
KM2037, kterd se tak statisticky vyznagnliSila nejen od Ipa mutaint
ale i od vSech standardnich adr Ptimérny obsah PA (u materiél
zkousenych v letech 2001-2003) kolisal od 1,12+0r@1g* (M955) po
9,84+4,84 mg.g (bezplucha linie KM2037) a Pi v rozmezi 1,76+1,03
mg.g* (Thuringia) aZz 8,67+2,39 mg'g(M955) - Tab. 2 (viz. VIIL.
Ptilohy).
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Tab. 1

Efekt viivu zdrofi pronenlivosti na obsah kyseliny fytové a fosfatu trjene

Zdroj prongnlivosti / cely soubor bez Ipa dondr
MS kys. fytova (PA) fosfat (Pi) kys. fytovéa (PA) fosfaRi]
odrida 18 13.67 13.23* 14 3.89 0.56
rok 2 286.11%** 21.56* 2 203.17%*  26.82***
typ zrnd 1 93.52* 28.83* 1 2261 0.06
typ Skrobd 1 6.66 3.53 1 0.04 0.42

Y- pluchaté vs. bezpluch@: se standardnim vs. waxy typem $krobu:soubor
standardnich materiajecmene, bez Ipa dondy* - Py o ** - P oy ¥ - P 501

Zdroj: Vaculovéet al.(2012)

Pirednosti a askali metody, moznosti ra&sii

Pouzitd metodika stanoveni PA a Pi vé&mwbilovin poskytuje velmi
presné vysledky, avSak vzhledem Kk fitaina pracovni nakmosti ji Ize
doporuit k vyuziti az u homogennich matefidJecmene ve vysSich
generacich poikZeni. Na zaklatiprepaitu molarni hmotnosti Ize stanovit
podil PA a Pi (%) ¢i celkovému poolu fosforu (P) ve vzorku a vybrat
genotypy s poZadovanym sniZzenym obsahem PA g@asguvySSim
podilem Pi. Vzhledem k vysoké preénlivosti viivem pEstebnich
podminek a pgasi je vhodné vychazet z vyslédkonkrétniho roku a
souboru. Pro dalSi Sle¢hi se zarsf'enim na nizky podil nezadouci PA je
nezbytné vzit v potaz i celkovy obsah P v zrnu.l&ky uvedené v Tab.
3 (viz. VIII. Ptilohy) prokazuji, Ze je reélné vytiibgenotypy, které jsou
obsahem PA a Pi diametrélndliSné.

MozZnym uaskalim je fiprava experimentdlniho materidlu, konkgétn
pozZadavek na vysokou homogenitu analyzovanych uwz@&kut€nost, Ze
obsah PA je vyznaninvyssi v perifernicléastech obilky v porovnani s
endospermem (O'Dellet al. 1972) niize vést fi nedokonalém
rozmelnéni pluch ke zkresleni dosaZenych vysiedk

b) Kolorimetricky test obsahu volného fosforu

Vybér kiizend s redukovanym obsahem PA a zvySenym obsahem Pi v

zrré vyZzaduje porovnani velkého mnoZzZstvi linii, coz g8 vyuZiti
standardnich chemickych metod fida# i pracové narané. Z tohoto
davodu byly rozpracovany screeningové metody, kisoé jvoditkem pro
Slechtitele i praktické vyuZititpodhadu obsahu volného fosforiznych
vzorki obilovin.
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Podstata metody

Screeningové kolorimetrické stanoveni (kolorimédyictest — KT)
volného anorganického fosforu v#m bylo provedeno podle
rozpracované a upravené metodiky (Ralebyal. 2000) s vyuZitim tzv.
Chenovacinidla (Chenet al. 1956) na bazi molybdenatu amonného,
H,SO, a kyseliny askorbové. Tato vizualni screeningovéoaee hodnoti
obsah volného fosforu v zZfrza pomoci kolorimetrické reakce unioje
rychlou detekci KZend s recesivnim projevem Ipa alel.

Potfebné technické vybaveni

Pristroje a z#zeni: laboratorni mlynek pro mald mnozstvi zrna,
analytické vahy Mettler AE 160, chladka s kalibrovanou teplotou
Liebherr profi line UKS 3600, automatické jednokawé a vicekanalové
pipety Finnipette (Thermo Scientific), vortexovégaka Vortex-Genie 2
(Scientific Industrie, Inc.), mikrozkumavky Eppemto1,5 ml,
mikrotitratni desttky Dynex Immulon® 1B (Dynex Technologies, Inc.)
Chemikalie ¢istoty p.a.) a jejichfpprava: hydrogenfosfotean draselny;
kyselina askorbova; kyselina chlorovodikova; kyseli sirova;
molybdenan amonny; redestilovana voda.

Chenovocinidlo: 1 objem 6N HSO;; 1 objem 2,5% (NieM070,44H,0;

1 objem 10% @HsO.. 2 objemy dd HO.

Pracovni postup

Jednotliva zrna vzotkse pomelou, navazi do mikrozkumavek (50 mg) a
prida se 50Qd 0,4M HCI. Zkumavky seiepou 30 minut na vortexoveé
trepace. Vzorky se pak nechaji extrahovit4fC pres noc.

Do jamek v mikrotitrénich desttkdch se napipetuje 1@l extraktu
vzorkil, 90 ul ddH,O a 100ul Chenoveinidla.

Na kazdou mikrotitréni desttku se také napipetuje sada standard
K ptislusnym mnozstvim 1ml PO, se gida 10ul 0,4M HCI, pislusna
mnozstvi ddHO a 100u Chenovatinidla. Vzorky a standardy se nechaji
vyvijet dw hodiny i laboratorni teplat Po dvou hodinich se vyhodnoti
srovnanim intenzity zabarveni jednotlivych vabkintenzitou zabarveni
standard. Po mineralizaci materiadlu mokrou cestou Seomny fosfor ve
forme kyseliny fosforéné gevede na fosfomolybdenovou kyselinu, kterd
se zredukuje na molybdenovou rhod/zniklé zabarveni vzofk se
vizudlre porovna se zabarvenim stande(dtupnice v bodech 1-5 — viz.
Tab. 4).
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Tab. 4

Ptiprava standarfdna kolorimetricky test
Bodove gl Iml @l 0,4M

hodnoceni K2HPO4 HCI ul ddH20 ng P

1 0 10 90 0

2 5 10 85 155
3 15 10 75 465
4 30 10 60 960
5 45 10 45 1395

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vysledky hodnoceni odld se standardnim obsahem PA a Pi a pouZitych
Ipa mutant metodou kolorimetrického testu prokazaly vhodnim$toto
postupu pro selekci hybiids poZadovanym zvySenym obsahem Pi ¥.zrn

Tab. 5

Screeningové hodnoceni obsahu volného fosforu metodaurikatrického
testu a podil kyseliny fytové a fosfatu ve vzorcich zrna aytich materidi
je¢mene

Odrida, linie, bodova hodnota K& podil, 98 celkovy obsah
mutant A B C D PA Pi Pv o
Harrington 1 15 15 15 7399 26.1a 95.9ab
M422 3 3 3 3 38.6a 61.4b 95.4ab
M1070 25 25 25 25 289a 71.1b 88.2ab
M635 4 4 4 35 22.2a 77.8b 116.1ab
M955 35 4 4 4 10.6a 89.4b 108.1ab
KM 1057 15 15 15 2 75.9b 24.1a 100.9ab
KM 2037 15 15 15 2 76.2b 23.8a 124.3c
Jersey 15 15 1 15 77.6b 22.4a 76.1a
Tolar 15 15 15 2 72.4b 27.6a 93.6ab

% _ hodnota kolorimetrického testu v opakovah?) - viz. Tab. 32 -
homogenni skupiny oztané ve sloupciiznymi pismeny, se pkazre liSi pri
Po.0s. Zdroj: Vaculovéet al.(2012)

DosaZené body screeningového hodnoceni vybranytéridia jecmene
pomoci KT (prvni experimentalni soubor) metodou okiohetrického
testu (KT) byly v souladu se zj&tymi pramérnym hodnotami obsahu
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PAi Pi (Tab. 5). Spermanovy korelace mezi datyézemi KT a obsahem
PAi Pi byly silné a prtkazné a rdy opa:né znaménko (r = -0,64** ar =
0,85** pro PA, resp. Pi; R0,01), cozZ je v souladu s pouZzitou metodou.
Aplikace KT v ranych generacich hybridnich linii kidZzeni s Ipa donory
v prabéhu let 2002-2010 rezultovala ve vykemi celéiady novych
material jecmene s rozdilnym obsahem PA, Pi i celkovym pooléwouo
forem P. Vysledky prezentované ve vySe zmén Tab. 3 (viz. VIIL
Prilohy) prokéazaly asfnost tohoto selékiho postupu.

Pirednosti a Uskali metody, moznosti raEsii

Upravend a rozpracovand metoda KT je vhodn& prodeshi kizend s
Ipa donory v ranych generacich pdzeni z dvodu malého poZadavku na
mnozstvi vzorku a rychlosti analyzy. Vizualni hodeni (Obr. 2 — viz.
VIl Ptilohy) Ize roviéz kvantifikovat ngtenim na spektrofotometru pro
mikrotitracni destéky pri 820 nm. U vzork, které by byly mimo rozsah
kalibrasni kiivky se upravi mnoZstvi pipetovaného extraktu.

MoZnym Gskalim této jednoduché, a jak prokézaly@néované vysledky
i porrgrné (¢inné metody, je moznost ziskani "pozitiviialeSnych"
vysledki v pripadech, kdy je v zghenormi vysoky obsah fosforu. Aby
se zabranilo této chybje vhodné si na zatku testace provést KT u
rodicovskych forem a porovnavat @p vysledky vzork obilovin,
vypéstovanych v jednom tmiku na stejné lokalita za pouZiti shodné
péstebni technologie.

¢) Molekularni analyzy Ipa mutanti a jejich potomstev

Na zaklad dostupnych literarnich Gdajbyly postupg owtovany
molekularni markery, jejichz vyuZiti se jevilo jakdwodné pro detekci
polymorfismu v populacichiend s donory snizeného obsahu PA.
V analogii s vysledky ziskanymi u kukice a s¢ji (Rabot al. 2000;
Hegemaret al.2001) byly prvni markery navrZeny préekavanou vazbu
s genem kodujicim enzym D-myo-inositol-3-monofosiaitazu (MIPS),
pripadré kindzu a dalSi enzymy v biosyntetické drdze mymnitotu a
fytatu.

Dalsi vyvoj byl zamfen na molekularni markery, u kterych byla
owgrovana specitinost pro jednotlivé mutanty s odliSnou determiripai
charakteru .

Podstata metody
SSR (Simple Sequence Repeats) neboli mikrosatetitkery
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Jsou to jednoduché repetitivni sekvenaastym vyskytem v genomu,
obvykle v nekddujicich oblastech. Mikrosatelity ysdkodominantni,
vysoce polymorfni, jejich analyza je rychl4 a jedncha. Pro detekci
polymorfismu mezi Ipa donory a radivskymi odfidami bylo pouZzito 22
mikrosatelitnich markér;, ziskanych ze SCRI databdze a vyvinutych ve
VURYV, v.v.i. Praha-Ruzy# které specifikovaly lokusy SSR (Vaculosti

al. 2003).

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)enark

Tyto markery jsou odvozené zRAPD maikemaklonovanim a
osekvenovanim nespecifickych fragmerro detekci polymorfizmu byl
pouzit kodominantni SCAR marker ABC153, ktery jevzeldlenosti ~15
cM od lokusulpal-1(Roslinskyet al., 2007).

Odkber a Uprava vzork

Odkér vzorki jeémene k provedeni molekularnich analyz Ize prewvad
riznymi postupy, osidCily se nasledujici Zisoby:

a) Obilky vybranych odrd a linii je&gémene se vyseji na Kldla. Po 10
dnech od peéatku kliceni jsou odebirany vzorky listovych segnienta
izolaci DNA. Je vhodné z kazdé ddy odebrat nejmén3 vzorky,
pricemZ dva vzorky jsou vzdy odebrany z jednotlivyctstio a teti
vzorek je pipraven smichanim listovych segmienmt vice rostlin z kazdé
odridy, aby mohla byt a¥ena homogenita dané dadyy.

b) Odkr listovych segmeiitize provadt rovnéz na intaktnich rostlinach
v polnich (sklenikovych) podminkach se zamrazendiebanych vzork

v tekutém dusiku a s jejich umifstm v hlubokomrazicim boxu (-85 °C)
az do izolace DNA. Pro dalsi vyuziti (skligetestovanych rostlin je
nezbytné rostliny jiz v dibéhu odi@ru vzorki dolre oznéit (jmenovky s
popisem, ktery vydrzi extrémni 2my posasi).

Pro oba dva vySe popsané postupy aplikace molekakamarkei byla
DNA ze vzorki extrahovdna pomoci DNeasy plant mini kitu (Qiagen)
Koncentrace a kvalita DNA byla analyzovana na 1%r&pvém gelu
porovnanim s hmotnostnim markérgfdindllil.

Pracovni postup

Analyza mikrosatelit:

Protokol PCR (Polymerase Chain Reaction) reakceupyhven. Kazda
reakce obsahovala 100ng DNA, 1U Promega Taq pobgeeml 1x
corresponding buffer, 181 dNTP (Gibco BRL), 1-3 mM Mg++
(Promega), 6,25pmol obou prinder(Applied Biosystems), ipiemz
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forward primery byly fluorescéné¢ znateny. PCR produkty byly
separovany a detekovany pomoci metody kapilarriktrefierézy na
pristroji ABlI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Bigstems).
TAMRA-500 (Applied Biosystems) byl pouzit jako vinf velikostni
standard.

Aplikace SCAR markeru ABC153:

Pro detekci polymorfizmu byly na zakkadvysledki publikovanych
kolektivem autoit Roslinskyet al (2007) navrZzeny primery (5-3):
ABC153F — TTCATCATCATCGTCATCGTG

ABC153R — CCTCTGCCGCTGGAACTA

PCR amplifikace markeru ABC153 byla provéd v objemu 20 pl na
vzorek s finalnimi koncentracemi: 50 ng DNA, 1x Tpdafr, 400 uM
dNTPs, 0,2 uM forward primer, 0,2 puM reverse prinZemM Mg2+, 1 U
Tag polymerazy (Fermentas) s dagiim HO do objemu 20 pl.
Chemikalie (v pul): Taq pufr (10x) — 2, dNTPs (10 in\D,8, primer F (10
uM) - 0,4, primer R (10 pM) - 0,4, Mg2+ pufr (25 MM 1,6, Taq
polymeraza (1 U/ul) - 1, H20 - 11,8, DNA - 2.

PCR cyklus byl nasledujici: 94°C ... 5 min; 94°C ... 3G%°C ... 45 s
(37x); 72°C ... 45 s; 72°C ... 5 min.

PCR produkty byly naneseny na 1,5% agar6zovy géb(tj agarézy, 70
ml 1x TAE pufru, 2 ul GelRed) a separovany Tihnaypsti 90 V.

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vyhodnoceni délkového polymorfismu s vyuZitim vyibyeh SSR
markefi (Tab. 6) ukézalo, Zéada vybranych mikrosatelitnich marker
generuje PCR produkty s podobnou délkou, ale Zenkez nimi vybrat

takové, kdy jsouizjmé rozdily mezi Ipa mutanty a dalSimi hodnocenymi

odridami. Jako nejvhodigi se jevil marker Bmac0316 (Obr. 3 — viz.
VIl Ptilohy), ktery je mozné pouZzit pro Wibvhodnych kizend v
ranych Spicich generacich.

Aplikace SCAR markeru ABC153 ve zvoleném souborunogygi
je¢mene jarniho (Obr. 4 — viz. VIII #ohy) potvrdila existenci
polymorfismu mezi vychozimi Ipa donory a édami Margit a Ohara. Ve
Stépici F2 populaci se amplifikovaly PCR produkty 320340 bp u
materiah s atekdvanym lpa genotypem, zatimco u linii se stamdard
obsahem fytatu a heterozygdiyl detekovan pouze produkt 340 bp (Obr.
5 —viz. VIl Prilohy). Rovréz hodnoceni vysledkSgpeni pomoci kritéria
¥’ (6*=1,86; P=0,19) nevyvratilo nulovou hypotézu, takigsledky
Sttpného poréru (3 A_: 1 aa = Ipa) Ize povaZovat za potvrzené.
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Tab. 6
Délkovy polymorfismu alel mikrosatelitnich Usel Ipa mutant a vybranych
pluchatych odid jarniho jémene.

. . M422 M635 M1070 M955 Ohara Selecta Margit
Microsatelit Chromozom

bp"
Waxy04 7H 170 170 170 170 174 174 174
HVBKASI 2H 198 198 198 198 176 197 176
HVMO04 7H 200 200 200 200 @ - - 204
Bmac0316 6H 144 164 164 164 157 135 160
Bmag0225 3H 143 143 143 143 152 135 160

D_délka PCR produktu mikrosatelitnfho markeru v péreazi.
Zdroj: Vaculovaet al. (2003)

Pirednosti a askali metody, moznosti raEsii

Vyhodou pouZiti mikrosatelitnich markeje jejich kodominance, ktera
umoziuje sledovat vyskyt rodovskych alel v potomstvu a ciken
selektovat perspektivni materidly. Vripad rodicovskych forem s
délkow odliSnymi PCR produkty tak Ize vybrat hybridy, idegeneruji
stejné produkty jako Ipa donor. Obdobné vysledkydiskat i fi selekci s
vyuzitim SCAR markeru ABC153. V obouipadech se ale nejedna o
markery v ¥&sné vazb s Ipa lokusem, takZe w§b nezarduje, Ze
selektované materialy budou mit, shddako Ipa rodtovsky donor, i
snizeny obsah PA v zn Ani v pripad® markeru ABC153, ktery byl
detekovan ve vzdalenostil5 cM od lokusulpal-1 (Roslinsky et al.,
2007), neprokazalo dalSi porovnani s vysledky righs pomoci KT
dobrou shodu s obsahem volného fosforu ¥ Zrpouze ve cca 30%
pripadi - Vaculovaet al. 2012). Dosazené vysledky tedy indikuji ifsdiu
nasledného aseni vybranych hybridnich genotyp chemickymi
metodami a to sniZuje efektivnost pouZiti molekuaién markei.

Souwasna Uroviée poznéni princip tvorby a kumulace kyseliny fytové a
meziprodukli  jejiho metabolismu prozatim neuntofe pesré
lokalizovat zngny, které u vytvéenych mutarit vedou ke sniZeni obsahu
PA a zvySeni tvorby vyuZitelného fosfatu. Pokudytetebudou k
dispozici molekularni markery, které by byly ve b&mebo alespd
dostaténé blizko detekovanym Ipa lokim, nelze selekcitiZend se
snizenym obsahem PA (resp. zvySenym obsahem Pi)vymditi
molekularnich markérpovaZzovat za dostate Gginnou.
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11.2.1.2. Studium, hodnoceni a v¢ genotypi je‘mene s
diferencovanym obsahem neSkrobovych polysacharid

Vysoky obsah neSkrobovych polysachar{iSP) v porovnani s pSenici i
dalSimi obilninami je &jme jednim z primarnichidrodi pro renesanci
primého vyuZiti zrna jemene ve vyZiy lidi. TrebaZe Ze se tato
problematika dotykd vSech uZitnych &ih Slechéni jetmene, byl
poZadavek na vySi hladiny obsahu NSP (konkréBG) v zrre
bezpluchého jemene pro potravirtédké vyuziti formulovan v normativni
podol& teprve v roce 2010 (Mezulianét al.2010).

Podstata metody

Analyza obsahu BG a arabinoxytawv zrre je¢mene byla provedena
aplikaci standardnich metod, pouzivanych pro hoeiniosladovnickych
surovin CSN 56 0187-1, 2011).

Pro stanoveni vysokomolekularnich BG byla pouZigtada zaloZena na
vzniku komplexu B-glukani s fluorescetnim barvivem Fluorochrom
Calcofluor White M2R New, jenZ se projevim zvySerfioorescetini
intenzity tohoto barviva.

Pro stanoveni obsahu arabinoxylabyla vyvinuta spektrofotometricka
metoda podle Douglase (1981Metoda je zalozena na hydrolyze
arabinoxylad na jejich odpovidajici pentosové sacharidy, kieoéom
reaguji s fluroglucinolem.

Pracovni postup

Analyza obsahu beta-glukaw zrre

B-glukany se ze vzorku extrahuji kyselou hydrolygmamoci kyseliny
sirové. K mdteni fluorescence a kvantifikaci je pouZzita technika
pratokové injekni analyzy (Jgrgensen a Aastrup 1988; Jgrgensed; 198
Navarro et al., 1995; - Flow-injection analysisAF:IVzorek je vstikovan

do tekouciho nosného proudu pufrwiaidla. Fi pratoku kapilarou je
rozptylen v nosném prouddinidel a vytvdi koncentrani gradient.
Reakni produkt je potom kvantitatign meéfen fluorescetnim
detektorem.

Analyza obsahu pentozaarabinoxylan) v zrré

Vodny roztok jéné mouky se & 25 minut ve vodni l4zni s kyselym
realknim cinidlem. Reakni ¢inidlo sestdva z koncentrované kyseliny
chlorovodikové, ledové kyseliny octové, roztoku oflaglucinolu a
roztoku glukézy. Vznik&ervenooranzové zbarveni, jehoz absorbance se
po ochlazeni roztoku zfi spektrofotometricky f dvou vinovych
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délkach,A = 552 aA = 510 nm. Vyhodou metody je jeji jednoduchost,
dobré reprodukovatelnost a nenfirast na instrumentaci.

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Hodnoceni novych linii fgnene jarniho s odliSnym typem zrna (pluchaté
vs. bezpluché) a Skrobu (standardni vs. waxysejsnizenym podilem
polysacharidu amyl6zy) prokazalo, Ze v zavislosti typu zrna se
studované materidly gJmene vysoce vyznamin liSily obsahem
sledovanych NSP, fjgemz bezpluché #y vice BG a pluchaté vice
pentozaf. Materidly s waxy typem Skrobu, bez ohledu naplyzhatosti,

meély prikazré vy3Si obsah BG a niz3i obsah pentdz@mab. 7).

Tab. 7
Pramer a variabilita obsahu neSkrobovych polysachiavidrrg novych
material jecmene siznym typem obilky a Skrobu

Skupina / B-glukany (g.kd") arabinoxylany (g.kd)
ukazatel

min. max. pamér SV, % min. max. pimeér § V, %
typ obilky
bezplucha 197 26 117 61 1.2 26.5 353 97.4 53.3 09 229
pluchatd 55 37 85.2 54.1 1.8 24.3 425 823 60.3 1.1 13.6
typ Skrobu
standardni 146 26 76.4 50 09 21.8 375 974 56.8 1.1 224

waxyV) 106 49 117 725 13 16.1 353 869 522 1 19
D- waxy typ Skrobu se z#ménym pongrem polysachariélamyléza/amylopektin

Pirednosti a askali metody, moznosti ra&sii

Hodnoceni obsahu NSP vySe popsanymi metodami jé&ieind
dostaténym paitem analyz, které byly provedeny v zrnu a dalSich
produktech ze zrna Jmene a proto lze uvedené metody hodnoceni
je¢émene doportit.

V souvislosti stadou Udaj referujicich o sowZzném vyskytu zvySeného
obsahu BG a z#sméného typu Skrobu (waxy Skrob se snizenym nebo
prakticky nulovym obsahem polysacharidu amyl6zy empak vysoce
amylozni Skrob s podilem amylozies 40%) Ize vy vychozich zdraj

ke Slechtni potravinéského jémene spojit s vilyem materidl s waxy
typem Skrobu. Tento postup je metodicky zpracovéc(lova a Pouch
2008) a umoiuje diky recesivnimu charakteru tohoto znaku &gisp
provadt vybér pozadovanych genot§ypre SEpici F2 generaci poiiZeni.
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11.2.1.3. Studium a hodnoceni genotyipecdmene s diferencovanym
obsahem polyfenolickych latek

Polyfenoly v zrnu jémene a dalSich pivovarskych produktech Ize &litzd
do dvou velkych skupir(fepicka a Karabin 2002). Do prvni skupiny iat
flavonoidy, které se dalesld na flavany, anthokyany a flavonoly. Druhou
skupinu tvdi fenolické kyseliny zahrnujici derivaty benzoowsdliny
(salicylova kyselina, gentisova kyselina, p-hydioeryzoova kyselina,
protokatechova kyselina, gallova kyselina, vanil&yaelina a syringova
kyselina) a derivaty skiwové kyseliny (p-kumarova kyselina, kavova
kyselina, ferulova kyselina a sinapova kyselina).

Ferulovd kyselina a p-kumarova kyselina tpamezi hlavni vazané
nizkomolekularni kyseliny v zrnu Jenene. Mezi dalSi kyseliny nalezené
v je¢meni pati kyselina vanillova, sinapova a p-hydroxybenzoayéo
vSak jsou zastoupeny v zrniieene ve velmi malych mnoZstvich a jejich
hodnoty se nachazely po mezi kvantifikace.

Podstata metody

Pro stanoveni vybranych fenolickych kyselin $meeni byla vyvinuta,
optimalizovana a validovana nov&ginina a rychla metoda s vyuzitim
ultravysokow@inné kapalinové chromatografie (UPLC) s PDA detekci

Pracovni postup

Nowé vyvinuty a rozpracovany pracovni postup stanowveié a vdzané
kyseliny ferulové je podrolnpopsan v préci autbrBelakova et al.
(2010.

Priprava standardu a Gprava vzorku

Byl ptipraven zasobni roztok standardu o koncentracirh0* ferulové
kyseliny a 50 mgt p-kumarové, vanillové a sinapové kyseliny v
methanolu. Roztok byl uchovavan v temifu5°C a je stabilni po dobu 1
tydne. Byla pipravena kalibréni kiivka vrozmezi 0,5-10 mgi pro
kyselinu ferulovou a 0,25 — 5 md.pro ostatni fenolické kyseliny.
Celkové fenolické kyseliny (kys. ferulova, kys. prRarova, Kkys.
vanillova a kys. sinapovd) byly ze vzére¢mene po homogenizaci
extrahovany alkalickou hydrolyzou. Volna kyselimaiflova se extrahuje
pouze HO. Extrakt byl po Upray pH pecisttn pomoci SPE. K 1 g
pomletého vzorku bylofflano 30 ml destilované vody. Po homogenizaci
byl vzorek hydrolyzovan 30 ml 2 mot.hydroxidu sodného adpan 1
hodinu na ftepa&ce. K extraktu bylo fidano 5,2 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové a pH bylo upraveno pomoci6l.r* HCI na
vyslednou hodnotu pH 3. Extrakt byl do@indestilovanou vodou na
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objem 100 ml. Poté byl ipveden do centrifugai zkumavky a
odstedovan i 4000 min* po dobu 15 minut. 1 ml supernatantu byl
preciSttn pomoci SPE extrakce. Kolonka RP-102 Resin byled p
pouzitim kondicionovana 5 ml methanolu a poté Seibnizované vody.
Na kolonku byl nanesen 1ml vzorku. Kolonka bylarpyta 5 ml vody.
Néasledna eluce byla provedena 1,7 ml methandktid®ny extrakt byl
prefiltrovan pomoci teflonového membranového filtr@,2( um) a
pteveden do vialky.

PouZita instrumentace

Byl pouzit kapalinovy chromatograf UPLC WATERS ACQWV
WATERS 2996 s PDA detektorem.

Pro stanoveni vazané vybranych fenolickych kyselinpe¢meni byla
separace provedena na chromatografické RoR®QUITY UPLC BEH
C18. (2,1 mm x 100 mm s velikosistic 1,7um) pomoci gradientové
eluce. Mobilni faze A byla 10 mmot.fosfatovy pufr upraveny kyselinou
fosfor&gnou na pH 3, mobilni faze B byl acetonitril. Separebyla
provedena i 40 °C @i pratoku 0,5 ml.min'. Podminky gradientové
eluce byly nasleduijici: linearni od 5 do 60% B a#b00.8 min, 60% B od
2 do 2.2 min, linearni od 60 do 5% B od 2.2 do 8.miélka analyzy byla
5 minut.

UV detekce byla provedenafipvinové délcer = 260 nm (kyselina
vanillova) ai = 300 nm (kyselina ferulova, kyselina p-kumarova a
kyselina sinapova).

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vysledky jednotlivych validénich parameftr prokédzaly odpovidajici
opakovatelnost i vgZnost stanoveni celkové a volné kyseliny ferulové i
dalSich fenolovych kyselin v z&fje¢mene (Tab. 8).

Namgtené hodnoty obsahu vSech sledovanych fenolovyclelikys/
experimentalnim souboru adt a novych linii (Tab. 9 — viz. VIIL.
Prilohy) pormérné silné kolisaly. NejvySSi progmlivost (vyjadena
varianim koeficientem V, %) byla zji&a pro volnou kyselinu
ferulovou, za ni nsledovala kyselina p-kumarovejaiZsi prominlivost
meély hodnoty obsahu celkové kyseliny ferulové.
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Tab. 8
Hodnoty jednotlivych validénich paramefr

LOD LOQ  Opakovatelnost Vyt&Zznost SPE

Fenolovéa kyselina

(mgkg') (mg.kg’) (% RSD) (%)
kyselllna ferulova 03 1 <5.0 80 -90
(volna)
kyselina vanillova 4.2 15 <8.0 80 -90
kyselina p-kumarova 3.1 11.2 <8.0 80-90
kyselina sinapova 7 24 <8.0 80 -90

Pramérny obsah celkové kyseliny ferulové kolisal od 34@1g.kg' po
1285,7 mg.kd, volné kyseliny ferulové od 1,0 mg:kgo 19,1 mg.kga
kyseliny p-kumarové od 16,3 mg:kgo 247,5 mg.kg. Pluchaty jémen
vykazoval vy3Si hodnoty obsahu vSech fenolovyctelyss porovnani s
bezpluchymi genotypy. Také ddty se standardnim typem Skrobalyn
nepfikazre vice obou forem kyseliny ferulové a statistickyzegmn
vy3SSi obsah kyseliny p-kumarové oprotirfeni s waxy typem Skrobu.

Pirednosti a askali metody, moznosti razsii

Rozpracovand a validovand metoda analyzy vybranfgtolovych
kyselin pomoci UPLC s PDA detekci untioje stanovit pouze dil
spektrum polyfenolickych latek v zrnu¢jaene. Pokud set@dpoklada
dalSi uplaténi now vytvorenych homogennich a vyrovnanych linii v
procesu Sleckhi odiid nesladovnického typu, je vhodné tyto vysledky
doplnit o podrobisi analyzu celkové antioxidai kapacity.

[1.2.2. Doporuéeni pro uzivatele

VySe uvedené hodnoceni ndtd vyznamnych ukazatellze rozsfit o
dalSi specifické a také standardni chemické analytgré doplni
komplexni obraz o chemickém sloZeni zrngkteré ze sledovanych i
standardnich paramétrkvality zrna je moZzné hodnotit fyzikdn
chemickymi screeningovymi metodami s vyuZitindiemi FT-IR a FT-
NIR spekter.

Selekci Ize doplnit o hodnoceni morfologickych zinak charakteristik
obilky, které mohou byt jednim z prvnich wbvych kvalitativnich
kritérii i v procesu prebreedingwj@ene pro nesladovnické vyuZziti.

11.2.2.1. DalSi chemické analyzy
Stanoveni obsahu isonderitaminu E (tokal)
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V ramci latek, které se nachazeji v &robilovin a maji pozitivni
antioxid&ni &inek na organismus Zete icloveka, je dilezity obsah
dalSich nutrierit, z nichz je zapdébi uvést fedevSim vitamin E a jeho
jednotlivé izomery (alfa, beta, gama, delta-tokofgl alfa, beta, gama,
delta-tokotrienoly). Zrna obilovin (a zejménarjgene) jsou vyznamnym
zdrojem vitaminu E i f&sto, Zze nemaji vysoky obsah lipiZielinski et
al. 2001; Falket al 2004). Na zaklad mnoha studii se ukéazalo, Ze
tokoferoly jsou obsaZzenygdevsim v kifku, zatimco tokotrienoly jsou v
ostatnicltéstech zrna. #&né zastoupeni jednotlivych izonertaminu E
v zrnu zavisi také na druhu rostliny, genotyptst@bni lokali¢ a klimatu
(Piironenet al 1986; Peterson a Qureshi 1993; Vaculetél 2001;
Cavalleroet al 2004; Ehrenbergero al. 2006b).

Podstata metody

Princip metody stanoveni tokofedio{T) a tokotrienal (T3) je zaloZen na
alkalickém zmydeléni a extrakci nezmydeiného podilu vzorku
diethyletherem, s naslednym stanovenim metodou Hefl@orescetni
detekci (Prymaet al. 2007). Aktivita vitaminu E se vyjadje v mga-
tokoferol-ekvivalentu (sotet jednotlivych tokoferdl a tokotrienal se
zohledrénim jejich biologické aktivity - McLaughlin a Weiaunch, 1979).

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Vybrané odiédy a nové linie vytvéené v pibc¢hu teSeni dané
problematiky byly v letech 2009-2010 hodnoceny edtdka aktivity
vitaminu E, celkovych tokél sumy T a T3. Rimérna aktivita vitaminu E
kolisala od 6,495 mg.Kgpo 14,699 mg.k§ a obdobné rozdily byly
detekovéany i pro celkovy obsah a jednotlivé skugeho izomet (Tab.
10 - viz. VIII Ptilohy). Dosazené vysledky &l&i o tom, Ze i z hlediska
obsahu &chto latek s vyznamnou antioxigid aktivitou jsou jak mezi
hodnocenymi odrdami, tak zejména mezi novymi genetickymi zdroji
statisticky vyznamné rozdily, které Ize vyuit galSim vyzkumu nebo ve
Slechéni odiid, predevSim pro potravitiské uplatini.

Stanoveni obsahu Skrobu v&rn

Skrob (v %) byl stanoven polarimetrickou metodoudlpcEwerse -CSN
EN ISO 10520 (1999) po hydrolyze Skrobu kyselindlomvodikovou.
Tato norma j&eskou verzi evropské normy EN 1SO 105520:1998.
Stanoveni dusikatych latek

24



Metodika prebreedingudenene jarniho nesladovnického typu

Obsah dusikatych latek (v %) byl ziskategmitem (= % N x 6,25).
Obsah N byl stanoven Dumasovou metodou — akredifopastup podle
metody ICC No. 167 a SOP-OKZ-402.

Stanoveni obsahu tuku v 2rn

Obsah tuku (v %)byl stanoven standardni exmaknetodou a vyjaen v
% v suSig. Pro sjednoceni obsahu Zivin v &rhyl proveden (jako v
ptipact dalich Zivin) pepaset na g.kg. Stanoveni je v souladuGSN
46 7092 Metody zkouSeni krmiv (a dale Standard btgtof the Oils and
Fats Division of the IUPAC, resp. VyhlaSkou 222/1996 Sb. Mi-
nisterstva zeguglstvi)

Uvedené metodické postupy z&ené na prozené Skodlivé latky s
rozdilnym nutrénim &inkem Ize doplnit vyrem vhodnych genotypna
zakladt odliSnych morfologickych zndk a charakteristik zrna, které
mohou podptit zantteni selekce na jednotlivé kvalitativn
diferencované uzitné siy. Kromé vySe uvedenych klasickych
chemickych metod Ize pro hodnoceni obsahu stanttdrdivin i dalSich
latek zrna jémene vyuzit rove&¥ |1 nové fyzikalr-chemické
nedestruktivni postupy.

11.2.2.2. Vybér na zéklad® morfologickych znak obilky

Typ pluchatosti obilky

Podle toho, zda jsou #3i obalové vrstky obilky firostlé nebo se v
prab¢hu sklizré uvoliuji rozliSujeme jémen s pluchatym nebo
bezpluchym typem zrna (Obr. 6). Pluchaté zrno #téiva standardnich
odrid jeémene. J&men s bezpluchym typem obilky je razsi hlavrg v
zemich s tradn¢ vySSim podilem zrna vyuZivaného Kkirpé lidské
vyzivé. Bezpluchost (nebo také "nahost”) obilky je znadnegicky
podmirgny jednoduchym recesivnim genem a proto jevfiezpluchych
kiizend mozny ve Stpicich populacich fgenerace (8peni pluchatych a
bezpluchych genotypv porneru 3 : 1) a Ize jej provét jiz v obdobi
dozravani v polnich (resp. jinyckgtebnich) podminkéach.

V poslednich zhruba dvou desetiletich se vyzramwsil zdem o
odridy jeémene s bezpluchym zrnem (Newman a Newman 2008 kte
nachézeji uplatimi hlavré v potravindstvi. VyuZiti bezpluchého §enene

ve vyrolg krmiv pro hospod&ka zvfata je omezené bez ohledu na to, Ze
takové genotypy maji vyznararvysSi energetickou a nutni hodnotu
pro hospodé&ké zvfata a obechmléd’ata, citlivh na vysoky obsah hrubé
vldkniny v krmné davce.

25

Metodika prebreedingudenene jarniho nesladovnického typu

Vyuziti dalSich morfologickych  (vréjSich) znaki obilky -
vyznamnych ukazateh sladovnické jakosti zrna

Mnohé z vijSich znak obilky dopor@enych jako jakostni ukazatele ve
Slechéni sladovnickych odrd jeémene jsou vyuZitelné i jako setek
kritéria i Slech&ni na vySsSi krmnou kvalitu zrnaigulevSim fi selekci
pluchatého jgmene. Jedna se o nasledujici znaky:

- tvar zrna ktery je odédovym znakem a ovliwje jednotnost vzorku.
Obdobi jako v gipad Slechéni sladovnického jamene je Zadouci, aby
bylo zrno buclatého tvaru a plné. Na rozdil od elexckych poZadawk
mazZe byt i ¥tSi nez dedre velké, avSak vhodné je i kratSi a kulovité
zrno.

- barva pluchy u pluchatych materiéljecmene niZe hrét roli hlava pri
zpracovani pro vyzivu lidi, kde barevné &m mohou indikovat
negiznivy vliv powtrnostnich a fidnich podminek nebo vyssi citlivost k
napadeni {vodci biotického charakteru. draen s odliSnym zabarvenim
obalovych vrstev nebo aleuronu ndésto odliSny obsah ¢kterych
polyfenolickych latek (nap anthokyanogei).

- pluchatost a jemnost pluchy Obdobg jako v gipad sladovnickych
odrid je u pluchatych typpro nesladovnickédagly Zadouci nizky podil
pluch (8,5-9,5%), které maji byt jemné a tenké. Nadil od
sladovnickych poZzadavwknemusi byt hust piicné zvrasgné a pevé
spojené s obilkou. Vhodné jsou i édy s giliS tenkymi pluchami, které
nejsou akceptovatelné sldijgrotoze se poskozujitipsklizni, trepi se a
jsou gicinou slupovani a vyskytu nahych zrn (Obr. 7).

- velikost a velikostni vyrovnanost zrna.Vétsi zrno, vyjadené vyssi
HTZ je Zadouci; ke krmeni se ale zpravidla zuZgkpluchaty jémen s
raiznym podilem fepadu na sit VysSi podil drobnych zrn znamené horsi
pormer mezi jAdrem a pluchami a je pokazdé spojeny s@Eerwym
obsahem vldkniny, coz zhorSuje nejen kvalittnjene jako suroviny pro
krmeni, ale zejména pro perspektivni potratgké zpracovani. | kdyz je
hmotnost obilek do ztaé miry odéidovym znakem s menSi variabilitou,
je ovlivnéna rasnikovymi i psstebnimi podminkami.

11.2.2.3. Vyuziti screeningovych a nedestruktivnich metodstanoveni
vybranych Zivin zrna

Postup B prebreedingu genotyipjeémene s diferencovanym obsahem
NSP (BG a arabinoxyld) lze wvyrazg urychlit aplikaci dvou
spektroskopickych metod (FT-IR a FT-NIR) ve spojehivantitativnim a
kvalitativnim  vyhodnocenim pomoci vhodnych bionetich a
statistickych metod (HCA, PCA a PLS). Podrobny pamistupu rreni

26



Metodika prebreedingudenene jarniho nesladovnického typu

FT-IR a FT-NIR vibr&nich spekter vzotk zrna na FT-IR spektrometru
Nicolet 6700 (ThermoScientific, USA) popisuje cikibvana metodika s
nazvem "Metodika ifdéni a vykru jeémene s odliSnym obsahem
neskrobovych polysachafidsyuZitim FT-IR a FT-NIR"(Synytsyaet al
2010). Vibr&ni spektra jsou velmi citlivd na rozdily v chemiokéloZeni
zpasobené genetickou odliSnostéjgene. Ob metody (FT-IR a FT-NIR)
se navzajem dojliji a jejich kombinaci Ize |épe rdiit soubory vzork
zrna dle sloZeni.

11.2.2.4. VyuZiti now vytva‘enych genetickych dondrv dalSim
Slechtitelském procesu

Popsané metody stanoveni a naslednéha@rwyimaterial je¢mene s
riznou hladinou firozenych Skodlivych latek s nuric ambivalentni
povahou, resp. i zvySenym obsahem dalSich latekinfah pro vyzivu
lidi a hospodé&skych zvfat (zejména vitamin s antioxidénim
pasobenim) lze pouzit fp hodnoceni potomstev ziskanych nejen na
zakladt klasickych Slechtitelskych metod a jejich modifika ale i
vytvofenych pouZitim nejizrgjSich muténich zmgisohi Slechéni nebo
modernich genetickych metod (MMAS, tj. Slegtit za vyuZziti
molekularnich markér nebo i postup na béazi genového inZenyrstvi).
VySe shrnuté metody a postupy umoZzniéss smerovat vyler jak na
materialy s nizkym, tak i vysokym obsahefirgzenych Skodlivych latek,
pripadé kombinaci vice sledovanych latech a morfologickych
charakteristik zrna a tim zefektivnit cely procesrby novych odid
je¢mene. Kromd kiizeni s jvodnimi donory diferencovaného obsahu
prirozenych Skodlivych latek lze dopait vyuZiti rozpracovanych
novych genetickych zdrdj které byly jako vystup jednotlivych etap
feSeni této problematikyiedany do sstové kolekce genetickych zdioj
je¢mene jarniho i Genové bance (VURYV, v.v.i., Praha-Rugyrvedené

v Zemgdelském vyzkumném Ustavu Krattiz, s.r.o., a jsou pro
potenciélni uZivatele volrk dispozici.

lIl. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodika je prvni publikaci, ve které jsou shrnptstupy zar¥ené na
prebreeding novych genetickych zdrgie zanirem vyuZit snizeny, resp.
zvySeny obsahipozenych Skodlivych latek, jez diky své ambivatént
nutriéni roli mohou n¥nit predpokladané uplatni téchto donod ve
Slechéni je¢mene pro nesladovnick&ely. Jedna se ro¥d o metodiku,
ktera je zaloZzena na vyuziti klasickych Slechtikgth a standardnich

27

Metodika prebreedingudenene jarniho nesladovnického typu

chemickych, fipadré i jednoduchych screeningovych metod. Toto z ni
vytvai navod na dalSi vyzkum, studium a nasledné SiachiZznych
odrid jeémene, jejichZ vyuZzitelnost je smovana nejen do konvémiho,

ale i ekologického ze#dglstvi.

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
Metodiky byla ditim zpisobem uplaténa jiz v pfibéhu tvorby novych
odrid jeémene jarniho pro nesladovnické (zejména potrésk& ale i
krmné uziti), registrovanych kégtovani vCR, resp. testovanych v
registr&nich pokusech UKZUZ (AF Lucius, KM 2084). Déle bylpvé
genetické zdroje s bezpluchym zrnem a waxy typambsk(se zvySenym
obsahem beta-glukappredany jako vychozi donory do kolekcérjeene
jarniho, vedené ip Genové bance (VURYV, v.v.i., Praha-Ruzyn
Uplatreni bylo realizovano \CR zejména v Zewtlském vyzkumném
Ustavu Krongtiz, s.r.o.

Dil¢i materidly j€mene jarniho se snizenym obsahem hrubé vlakniny
byly na Zadost mnohych zahrémich pracovnikk predany k realizaci
vyzkumnych projekt, doktorskych disertmich praci i pro prakticky
orientovany vyzkum, resp. Sle¢ht, sntrované ke zvySeni podilu
jeémene v potravintvi (SS Hordeum, Sladkaxivo; SAATBAU LINZ;
BOKU - University of Natural Resources and Appliede Sciences,
Vienna a dalsi).

Jednotlivé rozpracované metody, uvedenéedipzené metodice, byly a
jsou souwasti gipravy materidl jecmene profeSenitady vyzkumnych
projekii poskytovatel MZe CR a MSMTCR.

Metodika je utena Siroké vyzkumné aidecké veéejnosti. Diki postupy
a metody mohou vyuZzit jak Slechtitel€rgene nebo i dalSich obilnin, tak
pracovnici zabyvajici se studiem a hodnocenim it sloZeni zrna
obilnin. Metodika se uplatni ifpvyuce na specializovanychistinich
Skolach a zewtklskych univerzitach.

Metodika bude fistupna na webové straneenvw.vukrom.cz

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomické efektivnost vyuziti dané metodiky je atena v souhrnu
postu které smiruji uZivatele k dinnému vytru novych vychozich
material je¢mene (prebreeding), vyuZitelnych pro dalSi tvorbtmene

nesladovnického typu f8dpokladané ekonomickéiposy dané metodiky
Ize spatovat v Uspte ndklad pri vybéru a hodnoceni genotypa
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hybridnich materidl jeémene (a obeen i dalSich obilovin) s
diferencovanym obsahentifpzenych Skodlivych latek, jejichz nutni,
senzoricky nebo jinak technologickyildzZity €inek je vyznamny pro
rozdilné sniry Slechéni a tvorby j€mene nesladovnického typu (krmné
nebo perspektivni ifmé potravinéské uplatani produkce). Aplikace
vybranych screeningovych metod nevyzaduje vysoképws naklady a
umozni cilet vést tvorbu novych materiajemene od ptétenich etap
kiizeni pes vykir vhodnych linii az k planovanym gfh jejich
kong&ného uplaténi. S vyuZitim uvedenych metodickych postulze
selektovat genotypy s krajnimi hodnotami obsatitopenych Skodlivych
latek jiz v ranych generacich péiZeni a vylodit tak nutriéné nevhodné
materialy bez nutnosti jejich sfvného pesévani a zkouseni.
Doporwieny postup fedstavuje Usporu v poddlcca 1/5 pvodnich
nakladi na Slechtni jedné odkdy (dle kvalifikovaného odhadu trhe
tvotit takova Uspora naklédaz 150 tis. K rocng).

Usporu pinese i vyuziti jednotlivych metod, zejména scragaivé
kolorimetrické metody stanoveni obsahu volnéhodusf zri. Vstupni
nakladycini cca 50 K/vzorek (&etns pracovnich nakladod 25 a vice
vzork), zatimco cena chemické analyzy obsahu PA a &igel000 K.
Aplikaci této metody lze ziskat ekvivalentni vyogd provadt selekci
material se zvySenym (pdp odliSnym) obsahem fosforu az 20 kréat
levrgji v porovnani s klasickym postupem.
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VIIl.  PRILOHY

Tab. 2

Pramérné hodnoty a pikaznost obsahu kyseliny fytové a fosfatu v &
vybranych materiélje¢émene (Krongtiz, 2001-2003)

kys. fytova (PA),

Od:}ll(i);;ltrgle/ Typ zma Specif? mg.g" fosfat (Pi), mg.g
pramr s, HS? pramér s HS

CDC Candle  bezpluché  waxy 571 1.80 becd 1.98 0.71 ab
HB803 bezpluché  waxy 846 273 efg 2.82 0.85 ab
Merlin® bezpluché  waxy 8.18 5.48 defg 0.82 0.58 a
KM1057 bezpluché  stand. 8.14 3.09 defg 1.78 0.54 ab
KM1910 bezpluché  stand. 751 2.43 defg 2.34 0.64 ab
KM2037 bezpluché  stand. 984 280 f 235 1.05 ab
KM2283 bezpluché  stand. 740 3.72 defg 2.02 0.63 ab
No94609D7? pluchaté stand. 3.70 0.20 abc 2.90 0.80 ab
Nordus pluchaté stand. 6.34 2.55 bcde 1.99 0.88 ab
Jersey pluchaté stand. 6.19 1.77 bcde 1.30 0.53 ab
Pax pluchaté stand. 570 2.61 bcd 2.10 1.04 ab
Prestigd pluchaté stand. 8.20 3.90 defg 1.44 1.26 ab
Sabel pluchaté stand. 6.26 2.70 bcde 2.96 140 b
Thuringia pluchaté stand. 6.30 3.06 bcde 1.76 0.60 ab
Tolar pluchaté stand. 7.11 2.15 deg 2.04 0.67 ab
Margit pluchaté stand. 6.41 2.43 bcde 2.14 0.90 ab
Ohard pluchaté stand. 10.03 3.13 fg 2.18 1.22 ab
Selecta pluchaté stand. 6.45 3.07 cde 2.71 129 ab
Harrington pluchaté stand. 7.30 191 defg 2.08 0.52 ab
M422 pluchaté Ipa 375 147 ab 519 124 c
M1070 pluchaté Ipa 293 160 a 527 029 c
M635 pluchaté Ipa 276 122 a 793 035 d
M955 pluchaté Ipa 112 012 a 8.67 138 d

1) - standardni a Ipa materialy; 2) - homogennpsluozn&ené ve sloupci

riznymi pismeny, se pkazre lisi pii P, o, ¥- vysledky pouze ze 2 let
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Tab. 3
Vychozi donory a nové liniedenene jarniho s rozdilnym obsahem kyseliny fytol@sétu v zrg

kys. . ;
Oznaeni kombinace, g typ 2 fytova fc();f;\ : podil, %" gﬁiﬁ‘:};
Ipa donora / ukazatel pedgree zmd KT _(PA) )

mg.gt PA pPi V7%
M422 M422 pl 45 400 1.71 67.6 324 782
M635 M635 pl 5 358 3.67 46.5 53,5 101.9
KM2640.411.2.1 N094609D7/CDC Candle n 25 971 0.65 93.2 6138.0
KM2645.412.6.1 Nordus/CDC Candle n 35 9.23 0.59 93.3 6.30.9
KM2881.622.2.07 KM2645.412.6.1/M635 nw >5 282 3.83 3946 94.2
KM2715.645.4.07 Barke/M635 pl >5 324 3.81 43.1 569 994
KM2666.644.05 KM2311/M635 pl 25 944 1.06 88.8 11.2 140.6
KM2666.542.4.08 KM2311/M635 pl >5 293 3.56 42.3 57.7 915 Obr. 2
KM2742.154.09 M1070/Prestige pl 35 451 3.01 57.2 42.8 .304 . P , . .
KM2693.583.2.07 M422/KM2283 n 35 597 153 77.7 22.3 101.7 .VySIedky hodnopenl obs_ahu \{olneho f(?SfOfl:l \éyybranych materidl
KM2693.390.1.5.03 M422/KM2283 n 4 404 214 62.8 372 852 je¢mene pomoci screeningoveho kolorimetrického testu
KM2693.88.6.08 M422/KM2283 n 4 730 1.41 822 17.8 117.5
KM2693.88.12.08 M422/KM2283 n 3 379 1.62 675 325 74.2 o 1o = ym 1 150 +en o =
KM2693.568.09 M422/KM2283 n 3 414 1.27 744 256 73.7 MIO7OIE 752 1EEE  Bmacis
KM2693.569.09 M422/KM2283 n 3 287 1.33 65.9 34.1 57.38 ,.JL ;
KM2691.24.1.08 M422/KM2311 pl 35 436 157 71.1 289 81.0 1647
KM2691.290.1.05 M422/KM2311 pl 5 371 1.69 66.2 33.8 74.1 M2 15 Boe  EmacIn
KM2691.289.2.05 M422/KM2311 pl 4 416 1.75 67.9 32.1 811
KM2911.623.2.07 M422/KM2640.411.2.1 nw 4 427 2.38 61.553891.7 {1:‘"
KM2911.623.5.07  M422/KM2640.411.2.1 nw 4 404 175 67.373279.4 S T
KM2693.19.2.08 M635/KM2283 n 25 925 0.65 92.6 7.4 132.0
KM2696.648.13.0  M635/KM2283 n 35 744 086 885 11.5 B1l. e =
KM2696.614/2.07 M635/KM2283 n 3 851 1.74 81.3 18.7 138.4 S T
KM2696.614.15.07 M635/KM2283 n >5 549 4.18 53.9 46.1 134.6 JJQL—
KM2842.348.09 M635/Margit pl 4 374 133 715 285 69.1 i —
KM2842.697.09 M635/Margit pl >5  7.99 0.87 89.1 109 118.6
KM2912.510.08 M635/Ohara pi 35 6.88 0.68 90.0 10.0 101.1 eIl = 17 Aue BmacE
KM2845.174.05 __M635/Prestige ol 4 660 1.17 83.4 16.6 1047 e >
9. n = bezpluchy, pl - pluchaty typ obilky, w = wabgp $krobu? - bodova hodnota obsahu I R =
volného fosforu v zry stanovena kolorimetrickou metodgh-, podil PA a Pi na sumarnim pool ,,Nn’k,__— -
vz, stanoveny fepaitem na molarni hmotnosY,- celkovy obsah P v zénv % k pimsru [ —>
SOUboru SeecimBIsa 12 Bhe  Bmac3k
i —

Obr. 3

Elektroforetogram ziskany po separaci PCR praduktikrosatelitu
Bmac0316 v proseédi kapilarni elektroforézy natiptroji ABlI PRISM
310.
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Obr. 4

Variabilita markeru ABC153 v souboru rédivskych genotyf. (1—
Harrington, 2—M422, 3—M635, 4-M955, 5-M1070, 6—Mgrg-Ohara,
8-Selecta)

Zdroj: Vaculovéet al.(2012)

Obr. 5

Identifikace genotypu rostlin F2 generacdizéni odfid Clearwater (Ipa)

a Streif progednictvim markeru ABC153. Vzorky 2 a 5 maji genotyp
odpovidajici odrdé Clearwater (310 a 340 bp).

Zdroj: Vaculovéet al.(2012)
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Tab.9

Primér a variabilita obsahu nejvyznagjgich fenolovych kyselin v z&nwybranych odid a novych linii

celkova kys. ferulova volna kys. ferulova

kys. kumarova

Odrida, linie / ukazatel N (mg.kgY) (mg.kg?) (mg.kg")

pramgr S, pramgr S, pramer 3
Abyssinian 1139 4 8357 56.1 43 0.3 54.2 13.5
KM1057-1906.223.1.05 4 11428 59.8 9.5 1.4 93.6 215
KM1910-2 4 7354 244 4.9 0.8 73.0 16.5
KM2084-2 4 7595 232 4.7 0.9 57.4 8.2
KM2283-1 4 686.6 116.8 4.8 1.3 56.4 14.2
KM2454.439.99 4 8943 35.6 5.1 1.1 67.8 12.2
KM2454.439.99.496.4.02-1 4  1004.8 40.8 9.2 2.2 1106  25.4
KM2454.439.99.496.4.02-2 4  696.1 60.6 6.1 1.8 51.8 8.6
KM2619.413.4.03 4 7103 29.4 5.1 1.0 51.1 10.3
KM2620.352.9.03 4 6105 36.3 3.8 1.1 33.1 3.1
KM2642.416.5.03 4 7380 56.9 5.3 1.0 39.3 6.1
KM2645.355.1.03 4 6250 29.8 3.5 0.7 42.8 538
KM2645.412.1.1.1.03-1 4 6771 49.9 5.8 1.1 37.2 10.2
KM2666.644.05 4 9871 75.7 6.7 1.6 1448  34.1
KM2842.537.08 4 8223 36.5 9.5 1.8 94.9 538
KM2881.541.08 4 6625 60.8 4.6 0.6 50.9 538
KM2912.510.08 4 806.2 85.7 8.2 2.4 87.4 10.5
Wanubet 4 5829 36.9 3.2 0.8 33.8 21
Xanadu 4 6461 52.1 8.8 3.6 140.1  25.2
Annabell 6 7502 53.7 7.7 1.4 146.2  24.2
KM2460.312.00.494.3.02-1 6  722.2 40.2 5.3 1.0 100.7 76
KM2640.411.7.3.12.03 6 6686 31.1 6.7 1.2 46.3 38
KM2645.412.1.1.1.03-2 6 7685 64.1 5.4 0.6 62.2 10.1
KM2678.287.7.05 6 7312 59.3 5.0 0.9 48.1 46
KM2691.290.1.05 6 9271 514 6.5 1.8 97.9 79
KM2696.648.13.0 6 7431 36.3 6.2 1.3 49.3 43
Nudimelanocrithon 6 729.8 23.9 6.6 0.9 49.2 8.2
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Tab. 10
Pramérné hodnoty a fikaznost aktivity vitaminu E a obsahu celkovych téksumy tokoferal a
tokotrienoli v zrns vybranych odid a novych linii jfmene jarniho

Aktivita E Celkovy obsah Sumaa, B,v,8 Sumaa, B,7, d

Odrida, kombinace vitaminu tokoli tokoferoli tokotrienofi o
mg.kgt HSY mg.kg® HS mgkg®t HS mgkg*® HS £

KM2666.644.05 6.495 a 25830 bc 6.898 a 18.932 bcde £

Nudimelanocrithon 6.781 ab 17.914 a 6.762 a 11.152 a {

Abyssinian 1139 7.650 abc 24.137 b 8.224 abc 15913 b

KM2454.439.99 8.824 abcd 28.838 bcde 8.181 ab  20.657 cdef

KM2460.312.00.494.3.02 9.131 bcde 29.332 bcdef 10.262fghdel9.070 bcde

KM 2084 9.214 bcde 29.755 bcdef 9.590 bcdef 20.165 bcedef

KM2678.287.7.05 9.483 cdef 28499 bcde 9.610 bcdef 18.88%eb

KM2691.290.1.05 9.754 cdef 28341 bcd 10.644 defgh 17.69¢d b

KM 1910 9.759 cdef 29.496 bcdef 9.004 bcde 20.492 cdef

KM2283 9.816 cdef 29.947 bcdef 6.800 a 23.146 efgh

Xanadu 10.048 cdef 35.144 fgh 9.699 bcdefg 25.445 gh

KM2645.355/1.03 10.128 efg 30.911 cdefg 9.488 bcde 21.42R:fgc

KM2642.416/5.03 10.292 efg 28.766 bcde 9.345 bcde 19.424e bc

Wanubet 10.489 efg 34.314 efgh 9.188 bcde 25.126 gh

KM2454.439.99.496.4.02-2 10.897 efgh 31.196 cdefgh 9.43Bcde 21.764 defy

KM2696.648.13.0 11.032 efgh 35923 gh 8.704 abce 27220 h

KM2645.412.1.1.1.03 11.035 fg 34379 fgh 10.631 dfgh 28.74fgh

KM2640.411.7.3.12.03 11.240 efgh 34.106 defgh 11.591 fgh2.515 efg

KM2620.352/9.03 11.299 fgh 32.610 defgh 10.822 dfgh 21.78®fg

KM1057-1906.223.1.05 11.474 fgh 29.334 bcdef 12.260 h  75.0 bc

Annabel 11.894 gh 36.876 h 11.732 gh 25143 gh

KM2619.413.4.03 13.360 hi 43.033 i 8.687 abce 34.346 i

KM2454.439.99.496.4.02-1 14.699 i 47.342 i 14.424 i 32.918i

Y- homogenni skupiny oztené ve sloupcitznymi pismeny, se pkazre li§i pri Poos

il S e T

Obr. 6

Zrno bezpluchého §enene — prvnéeské registrované a prévohrarné
odridy jeémene jarniho AF Lucius, vySlechié ve spolénosti Agrotest
fyto, s.r.o.

(Foto: Balounova M., 2010)
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Obr. 7
Vzorek pluchatého zrna s tenkymi pluchami, poSkgaemti sklizni.
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