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ABSTRACT

The objective of study was to use the microsatellite markers to detection of variability of
genotypes spring barley, with different susceptibility to Rhynchosporium scald. The infection
of plant is caused by the fungal pathogen Rhynchosporium secalis [Oudem.] J.J. Davis and
this can lead to reduction in yields till 20%. For our analyses it was chosen thirteen genotypes
of spring barley from collection of gene resources Agricultural Research Institute Krométiz
Ltd. — Abyssinian, Atlas, Atlas 46, Atlas 57, Cambrinus, Clipper, Jet, Kitchin, Kompakt,
Koral, La Mesita, Nigrinudum Abyssinum a Rapid. The sixty microsatellite markers were
tested in total. The products of PCR were separated on vertical electrophoresis into
polyacrylamide gel and then they were coloured by silver. The obtained gels were evaluated
and consequently dendrogram was configured. The dendrogram characterizes genetic affinity
of the tested spring barley genotypes.
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ABSTRAKT

Cilem prace bylo vyuzit mikrosatelitni markery SSR (Simple Sequence Repeats) k detekci
variability genotypi jarniho je¢mene, které maji rozdilnou citlivost k Rhynchosporiové
skvrnitosti. Infekce rostlin je zplsobena houbovym patogenem Rhynchosporium secalis
[Oudem.] J.J. Davis a muze vést k redukci vynosti az o 20%. K analyzam bylo vybrano
celkem 13 genotypi jarnitho je¢mene zkolekce genetickych zdroji Zemédelského
vyzkumného ustavu Kroméfiz, s.r.o. - Abyssinian, Atlas, Atlas 46, Atlas 57, Cambrinus,
Clipper, Jet, Kitchin, Kompakt, Koral, La Mesita, Nigrinudum Abyssinum a Rapid. Celkem
bylo otestovano 60 mikrosatelitnich markerti. Produkty PCR byly separovany na vertikalni
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu a vizualizovany barvenim stfibrem. Ziskané
elektroforeogramy byly vyhodnoceny a nésledn¢ byl sestaven dendrogram charakterizujici
genetickou pribuznost testovanych genotypt jarniho je¢mene.
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UvVoD

Rhynchosporiova skvrnitost, ktera byla poprvé popsana koncem 19. stoleti, patii mezi
vyznamné listové choroby. Infekci rostlin  zpiisobuje houbovy patogen Rhynchosporium
secalis [Oudem.] J.J. Davis a to pfevazné v oblastech chladnéjSich s vlhkym prabéhem pocasi.
Kromé¢ jeCmene napadd také zito a dalSi druhy zceledi Poaceae (Héni a kol., 1993).
Charakteristickym projevem napadeni jsou svétle zelené vodnaté skvrny na pochvach
a Cepelich listi. Ztidka mize dojit 1 k infekci klasu. Skvrny maji ovalny az podélny tvar a jsou
ohrani¢eny hnédym okrajem. Postupné¢ méni barvu na Sedou az bilou (obr. 1). Siln€ napadené
listy pfedcasné zasychaji (Prochazka, 1994). Rhynchosporium secalis se §iti ve formé konidii
vétrem a odstiikujicimi destovymi kapkami. Napadenim touto chorobou mtze dojit k redukci
vynost az o 20%.

Mikrosatelitni markery (SSR — Simple Sequence Repeats, STR — Short Tandem
Repeats), které byly v této praci pouzity k detekci variability genotypl jarniho je¢mene
s rozdilnou citlivosti k Rhynchosporiové skvrnitosti, jsou sekvence  DNA slozené
z mnohokrat se opakujicich motivii 1 — 6 nukleotidii napf. (GA), (Repkova, Relichova, 2001).
Mikrosatelity se fadi k metodam lokusovym, kdy se sleduje jen urcité, predem definované
misto v genomu a k metoddm amplifikacnim, kdy je fragment DNA namnozen pomoci
polymerdzové tetézové reakce — PCR. SSR markery jsou soucasti nekodujicich oblasti
genomu a celkova délka neptfesahuje 100 bp. Podle slozeni se SSR markery ¢leni na
dokonalé, nedokonalé a slozené. Dokonalé mikrosatelity jsou tvofeny souvislym motivem,
napt. (AG),4 . Nedokonalé mikrosatelity se vyznacuji tim, Ze zédkladni mikrosatelitovy motiv
je preruSen sledem ndhodnych bazi. Nékolika riznymi motivy jsou pak tvoieny mikrosatelity
slozené, napt. (AG)14(AT);s. Mikrosatelitni markery maji vysokou informacni hodnotu
(Ovesna a kol., 2002). To znamena, ze umoziuji rozliSeni homozygotl (1 fragment)
a heterozygoti (2 fragmenty). Jsou idedlni ke genetickému mapovani pro svoji hojnost
v genomu, vysoky stupeil polymorfizmu, Siroké rozptyleni v genomu, nezavislost na vnéjSich
podminkach, vysokou reprodukovatelnost, snadné rozsiteni mezi laboratoiemi a jednoduchost
provedeni PCR reakce (Liu a kol., 1996).



MATERIAL A METODIKA

Pro detekci variability bylo vybrano celkem 13 genotypl jarniho jeCmene z kolekce
genetickych zdroji Zemédé€lského vyzkumného tustavu Kroméiiz, s.r.o. Jednalo se o tyto
nasledujici genotypy: Abyssinian, Atlas, Atlas 46, Atlas 57, Cambrinus, Clipper, Jet, Kitchin,
Kompakt, Koral, La Mesita, Nigrinudum Abyssinum a Rapid.

Variabilita genotypti jarniho jeCmene byla detekovana pomoci mikrosatelitnich
markerti. Celkem bylo otestovano 60 mikrosateliti, znichz vétSina je lokalizovdna na
chromozomech 1H, 3H, 4H a 7H jeCmene, kde se nachazeji geny rezistence Rh
k Rhynchosporiové skvrnitosti v nejvetsi mite.

DNA byla izolovana z mladych rostlin ve fazi prvniho listu pomoci izola¢niho kitu
DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Vytézek vyizolované DNA byl zjiStén na
spektrofotometru.

Reakéni smés pro polymerdzovou fetézovou reakci o celkovém objemu 25ul ma
nasledujici slozeni: 0,5 U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x alikvotni pufr, 0,1 mM
kazdého dNTP, 7,5 uM kazdého primeru, 30 ng templatové DNA. Teplotni a ¢asovy profil
PCR reakce: pocateni denaturace 2 minuty pii 93°C, 30 cykli — denaturace 1 minuta pfi
93°C, annealing 2 minuty pii 54°C, elongace 2 minuty pii 72°C.

Separace PCR produkti byla provedena na vertikalni elektroforéze pti 300 V na 15 %
nedenaturacnim polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. K vizualizaci téchto separovanych
produktl bylo pouZito barveni sttibrem (0,2% AgNO3).

Ziskané elektroforeogramy byly vyhodnoceny pomoci binarni matice, kde 1 znamena
pritomnost produktu a 0 absenci produktu. Dale byly tyto vysledky statisticky zpracovany
programem FreeTree a nasledné byl sestaven dendrogram s pouzitim programu TreeView.

VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo otestovano celkem 60 mikrosatelitd, z nichZ vétSina se nachazi na 1H, 3H, 4H
a 7H chromozomech je¢mene, kde se také vyskytuji nejcastéji geny rezistence
k Rhynchosporiové skvrnitosti (Rh, Rh2, Rh3, Rhi2, Rhi3, Rhi4) jak uvadi Gronnerod
a kol. (2002), Genger a kol. (2003) a Patil a kol. (2003).

Velikost produktii byla vrozmezi od 106 bp po 240 bp. Polymorfni charakter
vykazovalo 56 testovanych mikrosatelitnich markerti. Monomorfni charakter byl zjistén u 4
mikrosatelitnich markerd.

Z vyhodnocenych elektroforeogramti  byly vysledky statisticky zpracovany
prostiednictvim programu FreeTree s pouzitim Jaccardova podobnostniho koeficientu a ze
ziskanych udaji byl sestaven dendrogram pomoci pocitacového programu TreeView.
Dendrogram (obr. 2), ktery vyjadiuje genetickou ptibuznost analyzovanych genotypt jarniho
jecmene, rozdéluje tyto genotypy do dvou zakladnich skupin. Prvni skupinu, kterd se jesté
dale c¢leni na dvé men$i podskupiny, tvoii genotypy rezistentni k Rhynchosporiové
skvrnitosti — Atlas, Atlas 46, Atlas 57, La Mesita, Jet, Kitchin a Nigrinudum Abyssinum.



Druha skupina je sloZena z genotypt jarniho jeCmene které jsou k této listové skvrnitosti
nachylné — Abyssinian a Cambrinus a z genotypu Clipper, Kompakt, Koral a Rapid, jez jsou
sttedné nachylné.
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Obr. 2 Dendrogram analyzovanych genotypt jarniho jeémene

ZAVER

Pomoci mikrosatelitnich markeri byla detekovdna variabilita 13 genotypil jarniho
je€mene s rozdilnou citlivosti k Rhynchosporiové skvrnitosti. Celkem bylo otestovano 60
mikrosatelit. Analyzované genotypy jarnitho je¢mene byly rozliSeny sestavenim
dendrogramu na dvé zakladni skupiny a to skupinu genotypt rezistentnich a genotypt stiedné
nachylnych a nachylnych k Rhynchosporium secalis.
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