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ABSTRACT

Genetic variability of 24 genotypes of common whéRtiticum aestivumL., 2n = 6x = 42,
BBAADD) and one genotype tall (rush) wheatgréBlinopyrum ponticunfPodp.) Barkworth &

D. R. Dewey, 2n = 10x = 70, JJIIFIT’) was studied using the SSR markers. Genotypes with
purple, blue, yellow, and red caryopses were ardlySSR markers localized on chromosomes of
A and B genome were chosen from the literaturettfier analysis. Based on 18 SSR markers a
dendrogram was calculated, which highly signifibamifferentiatesThinopyrum ponticumThe
high differences show 3 genotypes from the grougeofotypes with purple pericarp, especially the
"Abyssinskaya Arraseita”Purplé, "Purple feed and 1 genotype with blue aleuron layer named
UC66049 Remaining genotypes are split into two clusterd then into two sub-clusters. The
minor sub-cluster contains only genotypes with bdleuron layer. There was identified a high
genetic similarity of isogenic lines of wheat "Neilurskaya 67andANK genotypes with red grain

in the major sub-cluster. The genotypes with yelendosperm gathered into the major sub-cluster
show the high genetic similarity. The results ssggieat SSR markers can be used for the detection
of variability and purity of the analysed sampledieeding programs.
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UvoD

U pSenice setéTtiticum aestivuni., 2n = 6x = 42, BBAADD), jejiz obilky jsoudiné zabarveny
Cerver¥, byly popsany igenotypy s jinym zabarvenim obilgurpurovym, modrym, Zlutym
a bilym). Toto zabarveni je &pobeno tvorbou pigmeintze skupiny anthokydin (purpurové
a modré) nebo karotendidZluté) v fiznych ¢astech obilky — perikarpu, téstaleuronové vrsty

a endospermu. V bilych obilkach se pigmenty niétv@bilka se zvySenym obsaherfirpdnich
barviv by mohla byt vhodna pro vyrobu fumich potravin, které by &y mit kroms prosté
vyzivné hodnoty i fiznivy &inek na zdravi konzumenta. ¥ipact uvedenych barviv se jedna
zejména o antioxidmi aktivitu (Trojan et al., 2010). iP Slech&ni je dilezitym krokem
charakteristika genetické variability genalypoZadovanych vlastnosti. K tomutéeiu je mozné
vyuzit morfologické markery, proteinové markeryCiNA markery. V ramci DNA markér jsou
zvlas& vhodné mikrosatelitni markery (SSRs — Simple SeqeieRepeats), které maji vysoky
stupéi polymorfismu a kodominantni charaktegdénosti. Tyto mikrosatelitni markery jsou
v souwasnosti Siroce pouzivanyipenetickém mapovaniiznych druli obilovin, tudiz i pSenice
(Roder et al,, 1998). Jsou navrzeny tak, aby poskyy vice informaci prayv pti zkoumani
hexaploidnich pSenic (Song et al., 2005). Cileni pa&ice bylo zhodnotit genetickou variabilitu
v kolekci genotyp pSenic se standardnim i nestandardnim zabarveniitky o pomoci
mikrosatelitnich markéra zjistit jejich gibuznost s planym druhefthinopyrum ponticun@Podp.)
Barkworth & D. R. Dewey (2n = 10x = 70, JJJ3BFF). Tento druh je fedpokladanym donorem
modrého zabarveni obilky pSenice (Suneson and R&g@é).

MATERIAL A METODIKA

Kolekce 24 genotyp pSenice setéT¢iticum aestivumL.) se standardnim i nestandardnim
zabarvenim obilek byla dopina o jeden genotyphinopyrum ponticuniPodp.) Barkworth & D.

R. Dewey.(tab. 1). dhto 25 genotyp bylo podrobeno analyzdam pomoci 20 SSR
(mikrosatelitnich) markér (Xbarc163, Xbarc195, Xbarc003, Xbarc077, Xgwm86larXtv6,
Xbarcl70, Xgwml122, Xgwm?294, Xgwmd45, Xgwm328, X§&mIwmc428, Xgwm666b,
Xcfa2134 Xgwm636, Xgwm674, Xgwm?276, Xgwm181, Xgwin@#alizovanych v mistech gén
determinujici odchylky v zabarveni obilek, kterélybpopséany v literatte u pSenice a tritikale
(Khlestina et al., 2004; Kuelung et al. 2006).

Tab. 1 Charakteristika analyzovaného souboru gegmioty

Nizev edrudy, genotypu nebe druhu Zabarvent Forma Zdraf
obilky

Novosibirskaya 67, ANKE-1A. ANK-1B, cervens jami ZVU Kroméfiz, sr.o.

ANE-1C, ANE-1D, ANK-1E

ANK-28A  ANK-28B, Abvyssinzskava | purpurové jami ZVU Kroméfiz, sr.o.

amraseita, Konini, Purple, Purple feed

UC66049, Tchermaks Blaukémiger | modré jami ZVU Kroméfiz, sr.o.

Sommerweizen, Tchermales Blaukémiger

480, RU 440-5, RU 440-6, Barevna 9, | modré ozZima ZVTU KEroméfiz, sro.

Barevna 23

Indigo purpuroveé ozimi ZVU Kroméfiz, sr.o.

Citruz, Lutens, Bona Dea Flute orima ZVU KEroméfiz sro.

Thinopyrum ponticum donor modré ozima GB VURV, v.vi
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Z rostlin ve fazi prvniho listu (5-7 dni staré fost) byla izolovana genomova DNA pomoci
izolatniho kitu DNeasy Plant Mini Kit (f. Qiagen) Reait snts o celkovém objemu 2l
obsahuje: 3G1g templatové DNA, 0,5 Uaq polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici pufr,
7,5 uM kazdého primeru a 100M kazdého dNTP. Teplotni @&@sovy profil reakce byl: 1 cyklus
93°C — 120 s; 30x (P& — 60 s, 5%4C — 120 s, 7« — 120 s). Po prahlé vertikalni elektroforéze
(pti 300 V) v 8 % nedenaturovaném polyakrylamidovémAJPgelu v TBE pufru bylo pouzito pro
vizualizaci produki barveni 0,2 % du&nhanem dfbrnym (obr. 1). Vysledky molekularnich analyz
byly vyhodnoceny pomoci binarni matice, kde 1 zrmaémg@itomnost produktu a 0 absenci
produktu. Tyto hodnoty byly déle statisticky zpra&goy pomoci programu FreeTree a graficky
zpracovany do podoby dendrogramu pomoci progranegView. Pro jednotlivé SSR markery
byly vypaiteny statistické hodnoty DI (index diversity), Brgvdipodobnost identity) a PIC
(polymorfni inform&ni obsah) (Russell et al. 1997).

C1 2345678 9 W011I213 14151617 161920 21SM SM 222324 25 5 6 910 1114161718 19 20 21 22 23 24 25SM

Obr. 1: Ukazka elektroforetické separace SSR markébarc176) na PAA gelu

VYSLEDKY A DISKUSE

Velikost amplifikovanych produlitse pohybovala v rozmezi od 100 do 260 bpi viauziti
uvedenych 20 SSR markekteré jsou specifické pro chromozémy A a B, hydtekovano 94 alel.
V praiméru tedy gipada 5 alel na jeden mikrosatelitni lokus. N&V patet alel byl detekovan
pomoci primeruXbarc163 Nejvyssi variabilita byla zaznamenéana u priimébarc176a Xbarc077
(tab. 2). Khlestkina et al., 2004 a Kuelung et 2006 uvadji ptitomnost nulovych alel, kterou
jsme zjistili i my. Nejvice nulovych alel bylo zaamenano u druhu Thinopyrum ponticum. Tento
genotyp totiz nema& homologii s chromozomy pSenigiég¢emz pouzité SSR markery jsou
specifické pro chromozémy sad A a B u tohoto druMinaSich analyzach se jednalo
o mikrosatelitni lokusyXbarc003, Xbarc077, Xgwm34které se u pSenice nachazejici na
chromozémech 3B, 4A a 6A. #Hnérna hodnota DI byla 0,51; ymérn& hodnota Pl byla 0,29 a pro
ukazatel PIC byla vypdtana pémérna hodnota 0,49 (tab. 2). Statistické hodnoty diyj vysoky
stupeéi variability ve studované kolekci genofyparevnych psenic, ktery byl zjt jiz pii pouZziti
10 SSR markér(Musilova et al., 2010) a ktery je srovnatelnydtbnem et al. (2004).tPpouziti
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20 SSR markér byla ziskana data k podrafj$i charakterizaci analyzované kolekcestsy
mnozstvi SSR markérse projevilo v rozliSenigkterych izogennich materiél

Tab. 2 Statistické zhodnoceni analyzovanych SSkeniar

S8R Lokalizace Podetalsl DI PL PIC
marksr

Xbarsl63 | 4B 8 0,52 0,23 0,52
Xbarcl95 | 6A 4 0.51 0.3 0.44
Xbarc003 | 6A 6 0.64 0.09 0.64
Xbarc077 | 3B ] 0,72 0,05 0,72
Xpuwmsdl | TATB ] 0.67 0.11 0.65
Xbarcl7d | TB 7 0.39 0.16 058
Xbarcl70 | 4A 7 0.56 0,22 0,52
Xgwml22 | 2A 7 0.52 023 0.51
Xegwml0d | 2A 4 0.65 0.16 0.60
Hewmdds | 2A 6 0.60 0.17 0.58
Hewm325 | 2A 1 0,07 0.86 0,07
Keum3so |24 1 0,07 0,86 0,07
Xumed28 |24 5 0,69 0,09 0.68
Xpwm0goh | 3A 3 0.41 037 0.39
XefaZl34 | 2A 2 0.20 0.65 0.19
Xgwmd3d | 2A ] 0,77 0,03 0.76
Xpumd74 | 3A 3 0.41 0.36 038
Xegwml7d | 7B 3 0.36 042 0.34
Xegwml8l | 3B 5 0.76 0.04 0,75
Xegwm3d0 | IB 4 0.69 0.07 0.68
Pramér 5 0.51 0.29 0.49

Statistické vyhodnoceni umoZznilo sestaveni dendrogr podobnosti analyzovanych gendtyp
pSenice seté siznym zabarvenim obilky (UPGMA, Jaccéwdkoeficient) (obr. 2). Z dendrogramu
je patrna silna odliSnost genotyphinopyrum ponticumDale se dendrogran€liina dva klastery,
pricemz mensi klaster obsahuje jéAst genotyp s purpurovym perikarpem ("Abyssinskaya
848
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Arraseita, "‘Purplé a "Purple feed) a jeden genotyp s modrym zabarvenim ("UC66049 Uhipr
klaster se daledi na mensi a&tSi subklaster. Do mensiho subklasteru $edily dalSi genotypy
modrého zabarveni. Je zde patrné, Ze genotypy éfseltks Blaukorniger” a “Tschermaks
Blaukdrniger Sommerweizen” se vyZof vysokym stupdm podobnosti. S neftSi
pravdtpodobnosti se jedn& o stejny vzorek pochazejicdvoal fiznych zdroj, coz se domniva
i kurétor kolekce Ing. Martinek (ZVU Kro#iiz, s.r.0.). Z jeho informaci vime jen, Ze “Tschaks
Blaukorniger Sommerweizen” pochazi z IPK GatemsielZbyvajici genotypy znazarji svou
piibuznost ve $Sim subklasteru. Nachazi se zde izogenni linietyph scervenym zabarvenim
obilek picemz jeden genotyp ("ANK-1Ase podélo odliSit od zbyvajicich izogennich linii ANK.
Skupina genotyp se Zlutym endospermem nachézejici se také&ét&nv subklasteru vykazuje
vySSi stup® podobnosti. V fipads “Citrus” a "Luteus” je to dano spatgmi piedky v rodokmenu.
Ob¢ oditidy pochéazi od prof. dr. Wilhelma Jahn-Deesbachatmdd¢ka a maji nasledujici
rodokmen: Citrus /(Sunnan X Monopol) x Stamm Gl /982 Luteus /(Sunnan x Monopol)
x Giessener Stamm/ (UKZUZ, Gstnickehi). DileZitou otazkou istava, jaky zdravotni ifpadre
nutriéni vyznam by ndlo péstovani &chto netradinich pSenic ve &Sim rozsahu. Vzhledem
k tomu, Ze Uloha antokyéarje ze zdravotniho pohledu obé&cprosgsné (Lila, 2004) mohou byt
uvadiné netradini pSenice zdrojem novych vhodnych latekrd®ini barviva se obvykle vyziaji
antioxid&ni aktivitou. Strava bohata na antioxidanty typuokwani, flavonoidi a karotenoid
pasobi preventivia mimo jiné na vyskyt ateroskler6zy, ischemické clgr srdéni, zartlivych
procesi, zlepSuje funkci zraku a pozitigrovliviiuje ochranné procesy v organismu (srov. Lachman
et al., 2003).
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Obr. 2: Dendrogram genetické variability 20 mikreelgnich marke#
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Ciselné oznéeni genotyp

1 Novosibirskaya 67 6 ANK-1E 11 Pure 16 48M 21 Indigo

2 ANK-1A 7 ANK-28A 12 Purple feed 17 RU 4406 22 Citrus

3 ANK-1B 8 ANK-28B 13 UC66049 18 RU 440-5 23 Luteus

4 ANK-1C 9 A. Arreseital4d T. B.Sommerweizel 19 Barevna9 24 Bona Dea
5 ANK-1D 10 Konini 15 TBlaukdrniger 20 Barevna2t 25 T. ponticum

ZAVER

Pomoci SSR markérse podélo statisticky vyznamé rozliSit i genotypy pSenice s purpurovymi
obilkami spoléné s jednim genotypem modrého zabarveni obilky odto&th genotyfp. Byla také
potvrzena fibuznost pSenic se zlutym endospermem. RozlozdgicHaanalyzovanych genotyp
v dendrogramu potvrzuje genetickou podobnost pSsmeodrymi obilkami, nevykazuji vSak
takovou podobnost s genotypérhinopyrum ponticumjak se pedpokladalo. Samostatna skupina
pSenic gervenou obilkou i fes mirnou variabilitu jednoho genotypu potvrzujgche izogenni
charakter. Vysledky této prace budou deépin o dalSi mikrosatelitni markery lokalizované
v blizkosti gefi zodpowdnych za fisluSné zabarveni obilky. Ziskané vysledky budouzity ve
Slechtitelském programu pSenice s vyuzitim genofggnotlivych zabarveni obilky. Spele se
studiem genetické variability je realizovano i stud komparativni genomiky gérzodpowdnych
za syntézu barevnych pigmént pSenice.
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