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SUBUNITS IN TRITICALE USING DNA MARKERS
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ABSTRACT

Molecular markers were used to identify the all@enposition of lociGlu-Al, Glu-B1 and
Glu-D1 of high-molecular-weight (HMW) glutenin subunit® i15 triticale genotypes
(varieties and breeding lines). Amplified DNA fragmis of HMW glutenin alleles were
separated by agarose slab-gel electrophoresisrbBiftes between all the three alleles at the
locus Glu-Al [Glu-Ala (encoding Ax1),1b (Ax2*) and1c (AxNull)] were observed. PCR
reaction (annealing) of a specific marker was ot for the alleléslu-Albin PS3 primer
combination. In the variety Palomino the alleféki-Alb and Glu-Alc were detected from
different DNA isolations. DNA was isolated from axed sample and so it was not possible
to distinguish whether it was an admixture in teedssample or a heterozygous constitution
of the genotype. Two alleles were detected at teadGlu-B1 [Glu-B1-1a(encoding Bx7)
and Glu-B1-1b (Bx7*)] by PS4 primer. The allel&lu-D1d (HMW subunits 5+10) was
detected in breeding lines that carried translooatiof segments of wheat chromosome 1D to
rye chromosome 1R only. Identification of wh&idti-1 alleles using DNA markers can be an
alternative for early selection of triticale genuodg with good bread-making quality.
Keywords: triticale, Glu-1, allelic variation, allele-specific markers, HMWugenin subunits

UvoD

Od pSenice setéT( aestivumL., 2n = 6x = 42, BBAADD) se hexaploidni tritikale
(X TriticosecaleWittmack, 2n = 6x = 42, BBAARR) liSiftomnosti zitného genomu R,
kterym byl nahrazen genom D pSenice. Tritikale |zeklddat za vyznamnou plodinu
vyuzitelnou pro zvySovani produkcerepdevsim v marginalnich oblastech, kde jiz nyni
poskytuje lepSi vynosy i rentabilitu¢gtovani oproti pSenici. V s¢éasnosti je vyuzivano
predevsim ke krmnym a fomyslovym &elim, jeho vyuZzitelnost pro lidskou vyzivu je zatim
zanedbatelna. Velkou vyzvou, kterd stojegh genetiky a Slechtiteli, je vytieni tritikale
pro potravinéské vyuziti. Znamenalo by to dosazeni takovych neldgickych parametr
které by byly podobné jako u adr pSenice urenych pro p&ni chleba. Pekské odidy
tritikale by mely mit rovrez podobné spektrum vhodnych gluteninovych a gliedych alel
jako u potravingské pSenice. U pSenice jsou gluteniny kédovany loahém ramenu 1.
homeologické skupiny chromosdnlBL, 1AL a 1DL) a gliadiny na kratkych ramenech 1
a 6. homeologické skupiny (1BS, 1AS, 1DS, 6BS, 6A$DS) Géalova et al., 1998,
Mcintosh, et al., 2006) Vliv bézné se vyskytujicich gluteninovych a i gliadinovychelal
na peki#skou kvalitu je znamy alze ho vyjdtdpomoci ,skére” - miry jakou ho ovliwji

v kladném nebo i zaporném smysBRafne a Lawrence 1983, Metakovsky et al., 1997
U tritikale pritomnost sekalif, kterymi byly nahrazeny gluteniny a gliadiny na aBD vede

k odlisné technologické kvalit ktera se jevi jako nevhodna pro pekarend®dria, 2004

K pralomu doSlo u tritikale po vytueni série translokaci chromosomu 1R, do kterého byl
pienesen z chromosomu 1D segment s al€llmiD1d (ktery nahradilSec-3, pripadré jesg
dalsi segment nesou@li-D1 a Glu-D3 a dalSi segment nahrazujiséc-1(Lukaszewski,
1998, 2006)

Vyuziti donoki téchto translokaci umoZznilo dos&hnout ¢tiib Slechtitelského zlepSeni
pekaské kvality u tritikale(Wos et al., 2008, Makjkova et al., 2009).UspsSnost Sleckni
tritikale pro pek#ské &ely zavisi vSak nejen na vyuziti vySe z#rinch translokaci,
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ale rovréz na vhodné sestawasobnich bilkovin kddovanych na chromosomechifséno
puvodu a na zabudovani gepro nizSi aktivitu hydrolytickych enzyim

Prace se zabyva dil problematikou orientovanou na detekci vybranydal &odujici
vysokomolekularni (HMW) podjednotky gluteriinu sodasnych odid a linii tritikale s tim,
Ze do budoucna by rozpracovagthto deteknich metod rdlo vést k cilenému vyisu
parentalnich genotyppro hybridizaci tak, aby bylo mozné vyiea linie tritikale s pedem
navrzenymi alelickymi sestavami pro pozZadované eglmové, respektive gliadinové
a sekalinové typy zasobnich bilkovin zrna.

Ve Slechéni tritikale na zlepSenou peaiskou kvalitu se stale vice vyuzivaji vhodné gekétic
markery. Vhodnymi metodami, které to umaj, jsou nap. polyakrylamidova elektroforéza
zasobnich protein obilky (SDS-PAGE a A-PAGE)Payne a Lawrence, 1983)piipadre
jejich chromatograficka analyza (RP-HPL®ieser et al., 1998)a kapilarni elektroforéza
(Bean a Lookhard, 2000) Rozviji se i aplikace DNA markierpSenice a Zita zaloZzena na
PCR(Salmanowicz a Dylewicz, 2007)

Cilem préce byla identifikace alel loku&lu-Al, Glu-B1a Glu-D1 pro gluteninové jednotky
s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW) u vybranyokngtyp tritikale pomoci alelicky
specifickych DNA marka.

MATERIAL A METODY

Identifikace alel lokus Glu-1 (Glu-Al, Glu-Bla Glu-D1) byla realizovana u 15 genotyp
tritikale (Tabulka 1). Sksné vzorky osiva byly ziskdny z Agrotestu fyto,cs.iKrometiz

v roce 2008. Pro molekularni analyzy byla genonDMA izolovana pomoci izotaiho kitu
DNeasy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z n&gtovanych rostlin ve fazi jednoho listu (5-7 drarst
rostliny). Koncentrace DNA ve vzorku byla po izalagiSténa spektrofotometricky. Pro
detekci jednotlivych alel lokusGlu-Al byly pouzité primerové kombinace PS1 a PS2
(Lafiandra et al., 1997)a PS3(De Bustos et al., 2000\ pripact lokusuGlu-B1 primerové
kombinace PS4(Butow et al., 2004) Pro detekci alelyGlu-D1d byl vyuzit protokol

D Ovidio a Anderson (1994)

Tabulka 1 Analyzované genotypy tritikale

Genotyp Firma

Agrano Pflanzenzucht Saka, GbR (GER)

Baltiko, Benetto, Leotino, Madilo, Palomino Dankodbwla Roslin, Sp. z 0. 0. (PL)

Mungis KWS Lochow GmbH (GER)

Nazaret Selgen, a. s. (CZE)

Pawo Hodowla Roslin Strzelce, Sp. z 0. 0. (PL)

SW Talentro SW Seed BV (NDL)

V2-18-08, V2-36-08, | translokace R.1Ds.1-2 | Linie vytvorené v Kromdiizi se

V2-45-08 zlepSenymi pekakymi parametry.

V3-6-08, V3-41-08 | translokace Valdy Obsahuji #izné typy translokaci
chromosomu 1R, které vytiibA.J.
Lukaszewski v USA.

Reakni snes o celkovém objemu 2@l obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5Tdq
polymeradzy (Promega, USA), 1x odpovidajici puff, gM kaZzdého primeru a 10QM
kazdého dNTP. Teplotni asovy profil reakce pro PS primery vychazel z prace
Salmanowicz a Dylewicz (2007)Pro primerovou kombinaci PS3 byla optimalizovana
teplota annealingu (nasedani prifjegpro technické vybaveni labor&opomoci gradientove
PCR. Elektroforeticka separace probihala na 1,5 ddrasovém gelu (barveni ethidium
bromidem) a vysledné DNA produkty byly srovnanyetikostnimi standardy (100 bp DNA
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Ladder /Invitrogen/, pBR322 DNAHadlIll /ABgene/ a ADNA/Eco471Avdl) /MBI
Fermentas/) podle velikosti vysledného amplikonu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pt pouziti primerové kombinace PS1 je moZno rozhsitzaklad vysledného produktu alelu
Glu-Alb (1400 bp) od zbyvajicich dvou alel (1500 bp). $era pgipact byl vSak rozdil pi
pouziti teplotniho a&asového profiluSalmanowicz a Dylewicz (2007imnohem mensi nez
uvacnych 100 bp (Obrazek 1). Pro lepSi interpretackeceni doby analyzy je vhodné
vyuzit na zakladl naSich zkuSenosti agarosovy gel o nizSi koncentreegy. 0,5 - 1 %.
Pro detekci vyskytu alelyGlu-Alc (produkt o velikosti 920 bp) byla U&p¥ vyuZita
primerova kombinace PS2. Pro technické vybavendritie Ustavu biologie rostlin AF
nebylo nutné upravit teplotni a atasovy profil reakce. Pro ¢keni vysledk byla vyuzita

i primerova kombinace PS3 umujici detekci alelyGlu-Alb(produkt o velikosti 2650 bp).
Pri pouziti teplotniho atasoveho profilu fevzatého z literatury vznikaloétsi mnozstvi
nespecifickych produkt a tak byla na zakladgradientové PCR zvySena teplota annealingu
z pavodnich 57°C na 58C pri zachovani fivodnich¢asovych obdobi, coZ vedlo ke snizeni
poctu nespecifickych amplikan Vysledky primerové kombinace PS3 korespondovaly
s vysledky dosazenymiigoouziti primerové kombinace PS1.
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Obrazek 1 RozliSeni alelyGlu-Alb(produkt cca 1400 bp) od ostatnich alel v lokusu
Vyswétlivky: M — velikostni markerADNA/Eco471(Avdl) /MBI Fermentas/, 1 - Agrano , 2 — Baltiko, 3 —
Benetto, 4 - Leontino, 5 — Nazaret, 6 — Madilo,Falomino, 8 - Pawo, 9 — Mungis, 10 — SW Talentfo;- V2-
36-08, 12 — vV2-45-08, 13 — V3-6-08, 14 — V2-18-08,— V3-41-08.

U vétSiny analyzovanych genot§[86,7 %) byla detekovana aléBu-Alb (kodujici Ax2).
Vyjimkou z analyzovaného souboru byla @dia Leontino s alelouGlu-Alc (AxNull)
a odfida Pawo s aleloGlu-Ala (Ax1) (Tabulka 2). Stejnych vysledku odiid Baltiko
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a Pawo dosahlbalmanowicz a Dylewicz (2007)V piipact odrady Palomino byly viiznych
izolacich detekovany @wrizné alely (Obrazek 2). Jednalo s&lo-Alba Glu-Alc Vyuziti
smeésnych vzork pro izolaci DNA neumaiuje konstatovat, zda se jednaitnms ciziho
genotypu nebo o heterozygotni konstituci. Pro tgely by byla nutnéa analyza z jednotlivych
rostlin. Sasek et al. (2000uvadji v piipads jednotlivych alel lokusuGlu-Al predikni
hodnoty pekiské jakosti pSenice, tzv. Glu skore od3U-Alqg do 1,5 Glu-Alb.

V rdmci lokusuGlu-B1 jsme pomoci primerové kombinace PS4 ziskali sjpiéifspektrum
produkti v rozgti od 180 do 920 bp umagjici rozliSeni alelGlu-B1-1a(kddujici Bx7) a
Glu-B1-1b (Bx7*). Alela Glu-B1-1bbyla detekovana jen uitodmid (Mungis, Palomino a
Pawo). Ve zbyvajicichifpadech byla detekovana aléku-B1l-1a (80 %). Steja jako u
lokusu Glu-Al koresponduji vysledky lokusuGlu-B1 u odfid Pawo a Baltiko
s vysledky praceSalmanowicz a Dylewicz (2007)Pro stanoveni prediki hodnoty alel
v lokusu Glu-B1 je nutné stanovit, zda se mimo afelu-B1-1a a Glu-B1-1b nevyskytuji
i dalSi alely ve vazebné skupimay. primery publikovanymLei et al. (2006)

V pripact alely Glu-D1d, ktera je u pSenice povazovana za marker dobrérgiek kvality
uvadsji Sasek et al. (2000podovou hodnotu 3. Tato alela byla v nasem soubletekovana
produktem o velikosti 450 bp jen u Slechtitelskyicli vytvorenych v Krongiizi (Obrazek 3),
které obsahuji ¢kterou z translokaci chromosomu 1R. U standardrddhid tritikale
se chromosomy genomu D nevyskytuji, tudiz ani rebybzné tuto alelu detekovat.

M1 2 34 5 67 8 051011 12 13 1415
-
=
-
925 BD- =
597 bp -
A)
Mt 7 3% 4 56 7 6 01011 1213 14 15
=
=
985 bp- -
597 bp -
B)

Obrazek 2 Verifikace gitomnosti alelyGlu-Alc(produkt 920 bp) ve dvouiznych izolacich
genomické DNA tritikale

Vyswvétlivky: A) — prvni izolace, B) — druh& izolace, M wvelikostni markerADNA/EcoA71@Aval) /MBI

Fermentas/, 1 - Agrano , 2 — Baltiko, 3 — Benette Leontino, 5 — Nazaret, 6 — Madilo, 7 - Palomi@c Pawo,

9 — Mungis, 10 — SW Talentro, 11 — V2-36-08, 122-46-08, 13 — V3-6-08, 14 — V2-18-08, 15 — V3-41-08
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Tabulka 2 Detekované alely v lokusBlu-1

Genotyp Alely lokusu Glu-1
Glu-Al Glu-B1 Glu-D1

Agrano b la -
Baltiko b la -
Benetto b la -
Leontino c la -
Madilo b la -
Mungis b 1b -
Nazaret b la -
Palomino b/c 1b -
Pawo a 1b -
SW Talentro b la -
V2-18-08 b la d
V2-36-08 b la d
V2-45-08 b la d
V3-6-08 b la d
V3-41-08 b la d

Vysweétlivky: Glu-Ala(kéduje Ax1),Glu-Alb(Ax2*), Glu-Alc(AxNull), Glu-B1-1a(Bx7), Glu-B1-1b(Bx7*) a
Glu-D1d (Dx5+Dy10)

434bp-. ek __F R

267 tp -

Obrazek 3 Verifikace gitomnosti alelyGlu-D1d (produkt 450 bp)

Vysweétlivky: M — velikostni marker pBR322 DNAdaelll /ABgene/, 1 - Agrano , 2 — Baltiko, 3 — Benettb -
Leontino, 5 — Nazaret, 6 — Madilo, 7 - Paloming,Bawo, 9 — Mungis, 10 — SW Talentro, 11 — V2-36-08—
V2-45-08, 13 — V3-6-08, 14 — V2-18-08, 15 — V3-44.-0

ZAV ER

V praci jsou prezentovany vysledky identifikacel dtkusu Glu-1 (Glu-Al, Glu-B1 a Glu-
D1) pro podjednotky glutenins HMW u 15 genoty tritikale. Frednmétem dalSiho studia
bude optimalizace DNA markiempro identifikaci alel v ramci lokus@Glu-B1 pro moznost
zpiesreni odhadu Glu-skére zacélem predikce pekaké kvality. Popsané metody
a protokoly mohou byt prakticky vyuzivany v ramdechtitelského programu tritikale na
vybér lepSi pekeské jakost pomoci markiertzv. markery asistovana selekce.
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