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ABSTRACT

Genetic variability of 16 genotypes of triticale (XTriticosecale Wittmack., 2n = 6x = 42,
BBAARR) was studied using the SSR method. Triticale is a man made cereal combining the
genomes of wheat and rye, it is autogamous with a low share of cross-pollination. For
detection of the genetic variability on the level of DNA polymorphism RAPD and AFLP
markers were used. Microsatellites occur in a large number of alleles. Simple sequence
repeats are codominant and highly variable. Eight varieties of triticale registered in the Czech
Republic, one variety from Russia and seven translocation forms derived from cv. Presto were
analyzed. An appropriate step is a control electrophoresis on agarose gel with a fraction of the
sample after amplification, which makes it possible to select usable samples for separation on
polyacrylamide gels. SSR markers localized on chromosomes of A, B, D and R genome were
chosen from the literature for the analysis. Based on 30 SSR markers a dendrogram was
calculated, which highly significantly differentiates the Valentine-90 genotype from all other
15 genotypes splitted into two sub-clusters. The first one includes cv. Lupus, Ticino, Presto
and translocation forms of cv. Presto. The second sub-cluster consists of the cv. Lamberto,
Kitaro, Triamant, Gutek and Tornado. Supported by the Grant Agency of MUAF in Brno,
project No. 23/2007.
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UvVoD

Pro detekci genetické variability je v soucasné dobé k dispozici mnoho metod, napf.
morfologické charakteristika, analyza rodokmenti, biochemické markery piedevs§im bilkoviny
a jejich rizné izoenzymové varianty, molekularni (DNA) markery atd. Pro genetické
mapovani, studium genetické variability a diverzity jsou vyznamnym nastrojem v posledni
dobé DNA markery, které se vyznacuji castym vyskytem v genomu, nezavislosti na prostiedi
a vysokou reprodukovatelnosti. Garg et al. (2001) uvadéji v pfipadé DNA markert jako
nejvyhodnéjsi metodu detekci variability mikrosatelitti (SSR — Simple Sequence Repeats).

Cilem prace byla detekce genetické variability u vybranych genotypt tritikale pomoci
SSR markert popsanych v literatuie u pSenice a Zita.

MATERIAL A METODIKA

Genetickd variabilita byla detekovana u 16 genotypl tritikale (X7riticosecale
Wittmack.). Jednalo se o 8 registrovanych odrid: ozima forma — Gutek, Kitaro, Lamberto,
Lupus, Presto, Ticino, Tornado a Triamant. Smé&sné vzorky certifikovaného osiva byly
ziskany z Ustiedniho kontrolniho a zkuSebniho tstavu zeméd&lského, zkusebni stanice
Hradec nad Svitavou. V pfipadé analyzy 8 donorli lepsi technologické kvality tritikale se
jednalo o 7 translokovanych variant odriidy Presto (Presto 1R.1D; Presto I.R. /linie 3/; Presto
[.R. /linie 5/; Presto MA1 /linie 1/; Presto MA1 /linie 2/, Presto Valdy /linie 10/, Presto Valdy
LH67) av Rusku registrovanou odriidu Valentin-90. Smésné vzorky osiva byly ziskany od
Ing. Petra Martinka, CSc. ze Zemédélského vyzkumného tstavu Kroméfiz, s. r. o. Jako
genetickych markert bylo vyuZito polymorfizmu DNA, ktery byl detekovan metodou SSR.
Pro molekulérni analyzy byla genomova DNA izolovdna pomoci izolacniho kitu DNAesy
Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napé&stovanych rostlin ve fazi jednoho listu (5-7 dni staré
rostliny). Koncentrace DNA ve vzorku byla po izolaci zjiSténa spektrofotometricky. Pro SSR
analyzy bylo pouzito 30 SSR markerii popsanych v literatufe u pSenice a Zita (Devos et al.,
1995; Roder et al., 1998; Khlestina et al., 2004; Somer et al., 2004; Kuelung et al. 2006).
Reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5 U Tagq
polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici pufr, 7,5 uM kazdého primeru a 0,1 mM
kazdého dANTP. Teplotni a ¢asovy profil reakce byl: 1 cyklus 93°C — 120 s; 30x (93°C — 60 s,
54°C — 120 s, 72°C — 120 s). Pro vizualizaci produkti bylo pouZito barveni stiibrem (0,2 %
AgNO0s3) po probchlé vertikdlni elektroforéze (pti 300 V) na 10 % nedenaturovaném
polyakrylamidovém (PAA) gelu v TBE pufru. Pied vlastni elektroforetickou separaci na PAA
gelu byla provedena kontrolni elektroforéza na 1,5% agarozovém gelu (barveni
ethidiumbromidem) z ¢asti objemu reakce pro kontrolu uspéSnosti/netispésnosti reakce.
Vysledky molekularnich analyz byly vyhodnoceny pomoci binarni matice, kde 1 znamena
pritomnost produktu a 0 absenci produktu. Nasledn¢ byly tyto hodnoty statisticky zpracovany
pomoci  programu FreeTree a graficky zpracovany do podoby dendrogramu pomoci
programu TreeView.



VYSLEDKY A DISKUZE

Jako velmi vhodny metodicky krok se jevi vyuziti ¢asti objemu reakéni smési po
reakci na kontrolni elektroforézu pro zjisténi uspésnosti amplifikace (obr. 1), ktera umoznuje
vybér vhodnych vzorki pro separaci na polyakrylamidovém gelu.

Doba trvani elektroforetické separace na polyakrylamidovém gelu se pohybuje od 7 do
10 hodin v zavislosti na velikosti detekovaného mikrosatelitu. Vybrani vhodnych vzorki, na
zaklad¢ kontrolni elektroforézy, je predpoklad tuspésné elektroforetické separace na
polyakrylamidovém gelu vcetné jejich vizualizace pomoci stfibra (obr. 2). Zafazenim kroku
s kontrolni elektroforézou do metodiky detekce genetické variability tritikale pomoci SSR
markert pfinasi nejenom financni, ale i vyraznou ¢asovou usporu v ramci analyz.

Obr. 1 Kontrolni elektroforéza po probéhlé amplifikaci SSR markerem Xpsp2999

Vysvetlivky: A — uspésnd amplifikace u vSech vzorkil (2 opakovéani); B — neuspé$na amplifikace u vSech vzorkd (2
opakovani)

A B

Obr. 2 Srovnani vysledného elektroforeogramu na polyakrylamidovém gelu po neuspésné
(A) a uspésné (B) amplifikaci mikrokrosatelitu Xgwm752

Vysvetlivky: M — velikostni marker (20 bp extended DNA ladder), K — negativni kontrola, 1 az 9 — analyzované genotypy

Z 30 analyzovanych SSR markerii poskytovaly 4 SSR markery uniformni spektrum
(Xrems1174, Xrems1234, Xwmc429 a Xgwm1166) u vSech analyzovanych genotypi tritikale.



Ostatni mikrosatelity poskytovaly 2 az 9 alel, véetné¢ vyskytu nulovych alel u nékterych
mikrosatelitt (Xrems1303, Xrems1253, Xremsl167, Xwmc216 a Xgwm861). Nejvyssi pocet
alel byl detekovan u mikrosateliti Xpsp3000 (9 alel) a Xbarc004 (7 alel). Manifesto et al.
(2001) zjistili u psenice v ptipadé SSR markeru Xpsp3000 13 alelickych variant (213-285 bp)
vcetné nulové. U 7 analyzovanych mikrosatelitti byla zjisténa jejich pfitomnost na vice nez
jednom chromozomu v genomu tritikale. Na dvou chromozomech bylo lokalizovano 5 SSR
markert (Xgwm752, Xgwm1233, Xgwml1166, Xgwm1300 a Xwmc216) a ttech chromozomech
2 SSR markery (Xremsl135 a Xgwm861). Ve vysledném elektroforeogramu byly nasledné
detekovany dvé nebo tii zony s rizné velikymi mikrosatelity (obr. 2B). Kuelung et al. (2004)
uvadeéji, ze je to zpusobeno homolognim vztahem podobnosti mezi genomy blizce piibuznych
druht.

Dv¢ alely vramci jednoho SSR markeru byly detekovany u odridy Tornado (6
mikrosatelittl), Lupus (4 mikrosatelity) a genotypti Gutek, MA1 (linie 1) a Presto Valdy HL-
67 ujednoho SSR markeru. U odridy Tornado byly pomoci polymorfizmu prolaminovych
bilkovin detekovany dv¢ sesterské linie (Vyhnanek a Bednaf, 2003). Izolace DNA byla
realizovana ze smésného vzorku, a tak neni mozné rozlisit, jestli se jednad o detekci dvou
sesterskych linii ve vzorku osiva nebo o heterozygotni konstituci genotypu. Pro upiesnéni by
bylo nutné realizovat analyzy z jednotlivych rostlin. V ptipad¢ odridy Tornado se pfiklanime
k nazoru, Ze se jedna o detekci obou sesterskych linii ve smé€sném vzorku osiva.

Na zaklad¢ statistického zpracovani byl sestaven dendrogram podobnosti (Jaccardiv
koeficient) analyzovanych genotypt (obr. 3). Z analyzované¢ho souboru genotypi se podatilo
statisticky vyznamné odlisit ruskou odridu Valentin-90 od ostatnich 15 analyzovanych
genotypt, které tvofi dva subklastery. V jednom subklasteru se nachazi registrované odrady
v CR s vyjimkou odrtid Lupus, Ticino a Presto, které tvoii subklaster s translokovanymi
genotypy tritikale. V rdmci translokovanych genotypii tritikale odvozenych ze stejného
vychoziho genotypu (Presto LR., Presto MA1 a Presto Valdy — linie vyselektované v ZVU
Kroméfiz, s. r. o.) byla zjiSténa urcitd variabilita, coz je pravdépodobné zplsobeno
nehomogennosti vychoziho materidlu (Martinek, ustni sdéleni). Jednotlivé translokované
genotypy nebylo mozno rozlisit podle translokovaného 1R chromozomu, ale SSR markery na
jinych chromozomech.
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Obr. 3 Dendrogram podobnosti analyzovanych genotypu tritikale

Vysvetlivky: A — Gutek, B — Kitaro, C — Lamberto, D — Lupus, E — Presto, F — Ticino, G — Triamant, H — Tornado, I —
Valentin-90, J - Presto 1R.1Ds.jo-1 (BC6), K - Presto I.R. (linie 3), L - Presto L.R. (linie 5), M - Presto MA1 (BC3) (linie 1),
N - Presto MA1 (BC3) (linie 2), O - Presto Valdy (linie 10) , P - Presto Valdy LH-67.

ZAVER

V praci jsou prezentovany vysledky detekce polymorfizmu DNA 30 SSR markery u
16 genotypu tritikale, které je mozné vyuzit pro detekci genetické variability a rozliSeni
jednotlivych analyzovanych genotypu tritikale. Po metodické strance je vhodné zarazeni
kontrolni elektroforézy jako mezikrok mezi amplifikaci a elektroforetickou separaci na

polyakrylamidovém gelu.
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