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GENOVYCH (PERFEKTNYCH) MARKEROV
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(PERFECT) MARKERS
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ABSTRACT
The main objective of the study was to evaluateS88/ak cultivars ofTriticum aestivumL. using

genetic (perfect) markers (Rht-D1, Rht-B1, Rht8d#1, Pinb-D1, Vrn-1). Separations of amplified
fragments were realized on 2% agarose gels (RhtRbi:B1, Ppd-D1, Pinb-D1, Vrn-1) and on 5%
polyacrylamide gels (Rht8). The results showed #tlathe genotypes analyzed were wild type - tall
for Rht-D1a (chromosome 4D) and wild type for PDba on 5D (soft wheats). The presence of the
Rht-B1b mutant allele, which causes a reductioplamt height on chromosome 4B was found in ten
of the 38 wheat cultivars tested. Eighteen of theva&k cultivars possessed a Ppd-Dla allele (2D
chromosome) characterized as photoperiod sengjéxetypes, resulting in delay in flowering. Of the
36 genotypes tested, wild-type (winter) alleles Yon-Al, Vrn-B1 and Vrn-D1 (5A, 5B and 5D,
respectively), were detected which classified thasnwinter wheats. Only the cultivars Krajova
Brestovac and Krajova Chmelnica were classifiedpasg types because of the mutant gene detected
on chromosome 5B. Application of these perfect raerlallows us to more accurately characterize
genotypes from an agronomic perspective.

Key words: dwarfing genes Rht-D1, Rht-B1, Rht8, ,perfect” menk Pinb-D1, Ppd-D1, Vrn-1

UvoD

Pozornos v oblasti biotechnologického vyskumu Imohospodarskych rastlin je suUstredenad na
vypracovanie a aplikaciu objektivnych metdd hodniatévality produkcie. V tomto smere je vyskum
orientovany na vypracovanie metéd a postupov ifleatie molekularnych markerov hospodarsky
vyznamnych vlastnosti a znakov plodin. Aplikacialekalarnych markerov pri vybere, priprave
a hodnoteni rastlinnych materialov nadobddeaz v&Si vyznam ako zladiska teoretického, tak aj

v praktickych aplikaciach. Zvl&&aktualna je problematika detekcie markerov namirpelymorfizmu
DNA a bielkovin pri cielenej tvorbe nového geneébk materidlu s pozadovanymi kvalitativnymi
ukazovatémi.

V oblasti $achtenia pSenice je v ostatnom obdobi pozarai@Echtitd’ov sustredena na zniZzenie vysky
rastlin, préom nizSie rastliny si menej nachylné na agroekol@gpodmienky pestovania (Cheborat
et al. 2001; Reynolds, Borlaug 2006). Produkcianigée letnej sa zvySila pril&chtitd’skych
programoch po inkorporécii génov (Rht) zodpovednyeh zniZzenie vysky rastliny, pgam boli
selektované tzv. ,polo-trpagie” pSenice (Chapman et al. 2007). Pritomhgénov Rhtl a Rht2

v gendme pSenice letnej mala za nasledok znizgSieywastliny ako aj mnozstva slamy, avsalkto
bez vyznamného zniZenia fytomasy (Addisu et aD92®alsia selekcia a adaptacia nokahtencov
velmi zavisela na ich schopnosti presne regulqu&chod z vegetativnej do generativnej fazy rastu.
Bolo pozorované, Ze v rastlinach sa v désledku enéldo vyvinuli adaptmé mechanizmy schopné
integrova signaly fotoperiddy a jarovizacie pre optimalizafazy kvitnutia pSenice.

Regulacia obdobia kvitnutia ceredlii je najdélgZe funkciou v ich adaptacii na Siroké spektrum
environmentalnych podmienok, pri ktorych rastd rdom svete(Slafen, Whitechurch, 2001)
Dominantné alely Ppd-Ala, Ppd-Bla, Ppd-D1 resp3Pp@d2, resp. Ppdl zodpovedaju za intenzitu
fotoperiody, kym ich recesivne alely ppd.Ala, pathBppd-D1, resp. ppd3, ppd2 resp. ppdl) za
citlivost’ (Law et al., 1978) Gény fotoperiodickej citlivosti (spolu s génmigaizacie) su zodpovedné
za adaptabilitu rastli(Blafen, Whitechurch, 2001)
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Pri uovani poZiadaviek jarovizacie pri pSenici je obZUldblezit4 alelicka variabilita na lokusoch
VRN-A1, Bl-a -D1(Barrett et al. 2002; Mcintosh et al. 2003) Pomocou VRN-1 alel bolo mozné
kategorizové pSenicu na jarna a ozimnu formu.

Medzi tzv. perfektné markery zafajeme aj gény tvrdosti zrna. Zmena v tvrdosti zrjea
najdolezitejSia vlastnds ktora utuje kon€né Gzitkové vlastnosti pSeniddlorris a Rose 1996),
pricom odrody pSenice sa kvalifikuju ako tvrdé alebokkéadruhy. Tvrdo§ zrna je vyznamne
ovplyvnena pritomna®u alebo nepritomnés dvoch polypeptidov ,puroindoline a, (Pina) a
.puroindoline b* (Pinb) v pSetihom zrne, ktoré su kédované géenmi Pina-D1 a Pinb{@dny
tvrdosti) nachadzajucimi sa na kratkom ramene cbamimmu 5D(Bhave a Morris, 2008b) Makké
odrody pSenice maju formu divokého typu (WT) obgubteinov Pin(Bhave a Morris, 2008a)
Ciel'om naSej prace bolo charakteriz6a8 kultivarov pSenice letnef (iticum aestivuni.) pomocou
génovych (perfektnych) markerov (Rhtl, Rht2, Rhi&d, Pinb aVrn), ktoré koduja niektoré
agronomicky zaujimavé vlastnosti rastlin.

MATERIAL A METODIKA

Analyzovanych bolo 38 genotypov pSenice letdgjticum aestivuni.), ktoré nam poskytla Génova
banka semennych druhov SR SCPV VURV v Riesch. DNA bola extrahovan&serstvych osem

dnovych listov pSenice pouzitim Qiagen Dneasy 96 tPkahako popisuje protokol ,Purification of
total DNA from fresh plant tissue* (Dneasy 96 Plat#ndbook). DNA fragmenty boli amplifikované
v PCR reakcii. Zakladna informécie o vybranych gémt markerov st uvedené v tdka 1.

TaburPka 1 Informéacie o vybranych génovych markeroch

Marker Anel&na | Lokalizacia na Sekvencia
teplota °C chromozdéme
gmw261 55 2D 5 CTCCCTGTACGCCTAAGGC 3'
5' CTCGCGCTACTAGCCATTG 3'
Rht-B1 63 4B W: 5TCTCCTCCCTCCCCACCCCAACS'

5'CCATGGCCATCTCGAGCTGCS'
M: 5TCTCCTCCCTCCCCACCCCAACST'
5'CATCCCCATGGCCATCTCGAGCT3

Rht-D1 63 4D W: 5CGCGCAATTATTGGCCAGAGATAGS'
5'CCATGGCCATCTCGAGCTGCACS'

M: 5'CGCGCAATTATGGCCAGAGATAGS'
5'CCCCATGGCCATCTCGAGCTGCTAZ'

Pinb 60 5D 5' ATGAAGACCTTATTCCTCCTA 3'
5' TCACCAGTAATAGCCACTAGGGAA 3'
Ppd 55 1D 2D F10 (ACGCCTCCCACTACTG)
R4 (GTTGGTTCAAACAGAGAGC)
Vrn: A (3+2) | PromA=56, A VRN promA 5'GAAAGGAAAAATTCTGCTCG3'
_ 5TGCACCTTCCCCCGCCCCAT3'
B (6+7) | B-Vrn=56, B 1-Vm-A1EXL/C/F - 5GTTCTCCACCGAGTCATGGT3'
D (9+11) | B-vrn=58, D 2-Vrn-AlIntrl/A/R3 -
D=61 5'’AAGTAAGACAACACGAATGTGAGA3'
Vrmn: A (4+5) 3- Vrn-Allntrl/A/R2 - 5’AGCCTCCACGGTTTGAAAGTAA3!
: 4-vrn-1Intr1/C/F - 5GCACTCCTAACCCACTAACCS'
B (6+8) 5-vrn-1Intrl/AB/R - 5 TCATCCATCATCAAGGCAAA3'
D (9+10) 6-Intr1/B/F - 5"CAAGTGGAACGGTTAGGACA3!

7-Vm-B1 Intrl/B/R3 5' - CTCATGCCAAAAATTGAAGATGAS3'
8-vrn-Blintrl/B/R4 - 55CAAATGAAAAGGAATGAGAGCAS
9-Intrl/D/F - 5’GTTGTCTGCCTCATCAAATCC3'
10-VRN-D1 tdeR3 - 5’'GGTCACTGGTGGTCTGTGC3
11-vrn-D1intrl/D/R4 - 5’AAATGAAAAGGAACGAGAGCG3'

PCR reakna zmes (111 ) génov Rht-B1l, Rht-D1, Pinb, agénu veritalizacobsahovala
1 ul neriedenej DNA; 5,5l ddH,O; 1,511 dNTP; 1,5 timivého roztoku; 1,bl primeru a 0,07 Taq
polymerédzy. Postup PCR program pre Rht-B1 a Rh#bDILnasledovny: preinkubéacia 95°C s
2 minut, péet cyklov bol 38, ptiom denaturacia DNA prebiehala pri 94°C 30 sekunmeléxia
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primerov po dobu 30 sekdnd (teplota v zavislostipoighera, tablka 1), polymerizéna reakcia pri
72°C po dobu 4 minat, zavergy predlzovaci krok bol pri teplote 72°Cdas 10 min. a schladenie na
teplotu 10°C , ktora sa v PCR boxe udrZiavala adydoatia vzoriek.

Pre detekciu Pinb génu bol pouzity nasledujuci P@Bgram: preinkubacia 94°C §es 4 min.,
nasledovalo znizovanie teploty o 0,5°C za sekurad607C,d’alej reakcia prebiehala pri 60°C po dobu
30 sekind. Potom nasledovalo zvy&enie teploty ¥0s&c na teplotu 72°C , polymerizaa reakcia
prebiehala pri teplote 72°C s 45 sekund. Ret cyklov PCR bol 40, pfom denaturacia bola pri
94°C paas 30 sekund, zaverey predlZzovaci krok bol pri teplote 72°Cdas 7 minut a schladenie na
teplotu 10°C , ktora bola v PCR boxe az do vybretiariek.

PCR roztok pre Ppd gén v mnozstveilldbsahoval 1l neriedenej DNA; @l ddH,O; 2ul dNTP; 2u
timivého roztoku; 8l primeru (3 primery - lul z kazdého) a 0,0l Taq polymerazy. PCR program
bol nasledovny: preinkubéacia 94°Cgas 2 minut, pért cyklov bol 40, pitom jeden cyklus obsahoval
denaturaciu DNA pri 94°C gas 40 sekund, anelédcia primerov pri 55°C po dobusdkind

a polymerizéacia vlakna DNA pri 72°C po dobu 40 seklzavereny predlZzovaci krok bol pri teplote
72°C p@as 10 min. a schladenie na teplotu 10°C, ktord BER boxe udrziavala az do vybratia
vzoriek.

PCR produkty boli separované a vizualizované pauzitydium bromidu v 2% agarézovom gély
(Rht. B1, Rht-D1, Pinb, Ppd, Vrm). Elektroforeticélenie amplifikovaného génu Rht8 (gwm 261)
prebehlo v 5% polyakrylamidovom gély posobenim tiekého prudu s maximalnym vykonom 90
wattov. Na vizualizaciu bola pouzita technika famaestriebrom(Bassam et al. 1991)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Optimalna vyska rastlin ma Ky vyznam nielen na stabilitu Grody, ale aj na wy@kodukcie, ptiom
vySka rastlin je v zrimej miere ovplyvnena pritomndsu tzv. dwarfing génov (trpasich génov)
Rht-B1 (Rhtl), Rht-D1(Rht2) a Rht8. Na druhej stradetegovanie mutantnych alel Rht-B1b a Rht-
D1b v gendme rastliny je predpokladom znizenia yy&stliny (Cheborat et al. 2001;Reynolds,
Borlaug 2006)

V nasich experimentoch PCR produkty mutovaného dgénuBl1b boli separované a vizualizované
pouzitim etydium bromidu v 2% agar6zovom gélegqm pritomnog mutovaného génu Rht-Blb
zodpovedného za zniZzenie vysky rastliny, bola detaga v genotypoch Agra, Astella, Butin, Diana
l., Istar, Istra, Solara, Solaris, Solida a Viat@abuka 2). Gén Rht-D1 sa vo vSetkych analyzovanych
genotypoch vyskytoval vo forme ,wildtype” (Rht-Dl&itora nepdsobi na znizenie vysSky rastliny.
Separacia amplifikovanych fragmentov génu Rht8 Wekdizovana v 5% polyakrylamidovom géle,
pricom na vizualizaciu bola pouzita technika farbemigelsrom(Bassam et al. 1991)

Agronomicka hodnota Rht8 a jeho obj@heborat et al. 2001) ako diagnostického mikrosatelitného
markera Xgwm 261, urychlila zaujenfaghtit€ov o tento gén ako alternativu trpasho génu.

Z naSich analyz vyplyva, Ze v kolekcii 38 odrodmise letnej bolo zaznamenanych des@nych alel
lokusu Xgwm 261, ptiom najvysSiu frekvenciu z tychto mikrosatelitnyclel avykazal fragment

o ve’kosti 192-bp (36,84 %) a fragment gkest’'ou 165-bp (23,68 %). Ako uvad£zheborat et al.
(2001) pritomnos fragmentu 192 bp na lokuse Xgwm 261 koreluje si@earim vysky rastliny asi
07 — 8 cm anemda pleitropicky efekt na iné agrackén znaky. Na druhej strane, fragment
s ve’kos’ou 165-bp koreluje s narastom vysky rastliny a8i-04 cm a taktiez nema vplyv wzalSie
agronomické znaky. Fragment d'ikesti 174-bp bol detegovany v 7,89 % analyzovargehotypoch
Triticum aestivumL., ktory ako uvadzaheborat et al. (2001)p6sobi neutralne na vysku rastliny.
V rovnakom péte (7,89 %) analyzovanych pSenic boli zistené nragty 198-bp a 196-bp.
V mensom zastupeni (5,26 %) bol detegovany fragnoevd’kosti 214-bp. NajnizSiu frekvenciu
vyskytu (2,63 %) vykazali fragmenty sik@s’ou 176-bp, 165-bp + 174-bp, 165-bp + 210-bp, 174-bp
+ 210-bp

Na analyzu tvrdosti pSefriého zrna bol detegovany len Pinb gén ako ukazbwatgosti zrna. Pt
Morris et al. (2001) prevazna vé&ina (> 95 %) tvrdej pSenice v USA obsahuje jedisroch mutécii
lokusu tvrdosti (Pina-D1b alebo Pinb-D1b). Transg#n manipuldciou sa dosiahlo, Ze produkty
génov Pina a Pinb su faktormi limitujacimi ,makkbss pSenici letnej, avSak gén Pinb preukazne

roénik 4 481 mimoriaeé ¢islo, februar/2010



potravinarstvo

vySSou mierou ovplywije uvedenu vlastnésv porovnani s génom Pin@wan et al. 2006) Vo
vSetkych analyzovanych genotypoch pSenice letrmejesiského povoduT(iticum aestivunl.) bola
zistena pritomnasalely ,wild" typu (Pinb-D1a), ktora je typickéa pradkké pSenice (talika 2).

TabulPka 2 Zoznam hodnotenych genotypaviticum aestivuni. a ich rozdelenie pdd génov Rht-
B1, Rht- D1, pinb, ppd, Vrn a Xgwm261 (Rht8).

Rht-B1b, Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-b1,
Rht8 192bp

AGRA, ASTELLA, BUTIN, ISTAR, SOLARA, SOLARIS,
SOLIDA,

ARIDA

ATMELIS, AUBURN, AXIS, BONITA, MILA, PETRANA,

Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-b1, Rht8 192bp
Rht-Bla, Rht-D1la, pinbW, ppdD1, Vrn-b1,

Rht8 165bp

Rht8 192bp

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl, BARMA, BUCIANSKA 106, BUCIANSKA 202, KOSUTSKA,

Rht8 165bp RADOSINSKA NORMA, SLOVENSKA 200, VIGLASSKA
CERVENOKLSA,

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl, CALOVSKA

Rht8 165bp, 210bp

Rht-B1lb, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl, DIANA 1.

Rht8 165bp

Rht-B1b, Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-bl, ISTRA

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-B1,
Rht8 198bp

KRAJOVA BRESTOVEC

Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-B1, Rht8 198bp

KRAJOVA CHMELNICA

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-b1,
Rht8 198bp

MALE KARPATY

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl,
Rht8 174bp

MALYSKA, NOVY ZIVOT,

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl,

RADOSINSKA KAROLA, SLOVENSKA 2

Rht8 214bp

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-b1,
Rht8 196bp

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-b1,
Rht8 176bp

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-bl,
Rht8 165bp, 174bp

SLOVENSKA 777, VIGLASSKA

SLOVENSKA B

SLOVENSKA INTENZIVNA,

Rht-Bla, Rht-D1la, pinbW, ppdD1, Vrn-b1, VANDA

Rht8 174bp

Rht-B1b, Rht-D1a, pinbW, ppdD1, Vrn-bl, VIATOR

Rht8 196bp

Rht-Bla, Rht-D1a, pinbW, PpdD1, Vrn-b1, VRAKUNSKA

Rht8 174bp, 210bp

Kumar a Abbou (2001)uvadzaju, ze skoré kvitnutie pSenice moze spdsuteidZenie reprodunej
fazy v danom prostredéo moZze vies k zvySeniu Urody prostrednictvom efektivnejSielyaAivania
vody koreimi rastlin. Fotoperiodicka necitlivosletegovana na zaklade pritomnosti génu ppd DX (ské
kvitnlce) bola zistena v 52,63 % analyzovanych esiekych genotypovriticum aestivumL. Ako
fotoperiodicky citlivé genotypy (neskor kvitnucedlbna zaklade pritomnosti génu Ppd DXamé
odrody Barma, Btianskal06, Beianska 202, Calovska, Diana I., KoSutska, Malyskayy Zivot,
RadoSinské Karola, RadoSinské Norma, Slovenskal®,efska200, Slovenska777, Slovenska
Slovenska intenzivna, Viigsska , VitaSsk&ervenoklasa a Vrakunska. Hadrurnera et al. (2000)
neskoro kvitnace rastliny pestované v suchych dgnaitickych oblastiach vykazuja nizku
produktivitu.

Vera druhov rastlin mierneho pasma, vratémabidopsis thalianapSenice letnej a ¢mena siateho
vyZzaduje ukity ¢as na uskutmenie ich prechodu z vegetativnej do repr@dek fazy rastu. Odrody

B,
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pSenice letnej formy ozimnej vyZaduju dihSie pésibeaizkych teplét na vyvolanie kvitnutia, kym
jarné formy takato vlastnésiemaja.

V 36 analyzovanych genotypoch pSenice letnej balchromozémoch 5A, 5B a 5D detegované tzv.
gény ,wildtype* ozngované ako vrn-Al, vrn-B1, vrn-D1. Pritomiigsvildtype” génov na vSetkych
troch chromozémoch zataje hodnotené genotypy do skupiny pSenice letrmepyoozimnej, ktoré si
nevyzaduju jarovizaciu. Vo vzorkach Krajova Chmeéna Krajova Brestovac bola na chromozome
5B zistena pritomn@smutovanych génov ,wildtype“ (VRN-B1). Na zakladetegovanej kombinécie
alel vrn-Al, VRN-B1, vrn-D1 mozno analyzované gemyt Krajova Chmelnica a Krajova Brestovec
zaradt’ do skupiny pSenice letnej formy jarnej.

Z prezentovanych vysledkov vyplyva, Zze 38 analyngeh genotypov mozno rozdeldo 18 skupin
(tabu’ka 2) na zaklade rovnakych alel v jednotlivych haténych perfektnych génoch, §m dve
skupiny vykazali najvyssi get genotypov (7). Prva skupina s fragmentom 192Ksiggovanom na
lokuse gwm261 (Rht8) a génom Rht-Blb, ktoré majunaaledok zniZenie vysky rastlin. Druh&
skupina s fragmentom o Rkesti 165-bp na lokuse gwm261 a génom Rht-Bla,eksnr asociované

s narastom vysky rastliny

ZAVER

V hodnotenom sulbore slavgkych genotypovTriticum aestivumL. sme na zaklade génovych
(perfektnych) markerov stanovili pritomnogybranych diagnostickych alel. Z vysledkov vyplyva
metodika zaloZzen& na detekcii perfektnych markeva2®%6 agarézovom géle (Rhtl, Rht2, Ppd, Pinb
a Vvrn) a v 5% polyakrylamidovom gély (Rht8) je vimadha zistenie charakteru pSenic.
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