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STUDIUM GENETICKEJ DIVERZITY PSENICE LETNEJ ( TRITICUM AESTIVUM
L.) POMOCOU MIKROSATELITNYCH MARKEROV.

STUDY OF WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.) GENETIC DIVERSITY USING
MICROSATELLITE MARKERS.

Martin Vivodik, Zdenka Galova

ABSTRACT

The aim of this study was to detect genetic divgraiithin a set of 30 wheat cultivars
(Triticum aestivumL.) and another set of 30 barley genotypder@ieum vulgarel..) using
microsatellite markers and also to establish efficy of chosen SSR markers for the
differentiation. Seventeen microsatellite markeesdd on PCR-reactions were used for
detection of genetic diversity of the 30 wheat igalts. These seventeen primer pairs
amplified altogether 94 different polymorphic alelwith an average number of 5.5 alleles
per locus. The number of alleles ranged frorXgwWm99 to 9 Xgwm173. All the seventeen
microsatellite markers were polymorphic and produeproducible data. The diversity index
(DI), polymorphic information content (PIC) and pawility of identity (PI) of the tested SSR
markers were calculated. The diversity index of tdsted SSR markers ranged from 0.347
(Xgwm495)to 0.824 (Xgwm540)with an average of 0.636. The polymorphic infororat
content ranged from 0.33Xgwm495)to 0.816(Xgwm540)with an average of 0.618. The
dendrogram based on hierarchical cluster analysrgguJPGMA algorithm for the detection
of genetic diversity was prepared. The cultivarsengrouped into two main clusters. It was
not possible to distinguish cultivars Raba and Saen&rom each other. Same was the case
for another set of cultivars Brea and Niagara whichild not be distinguished from each
other.
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UvoD

Identifikacia, charakteristika a diferenciacia ggpov pSenice a je mozna na urovni
polymorfizmu bielkovin a DNA, p&om je dblezité, aby pouZzita metéda bola jednoméaa

s vysokou rozliSovacou schoptios, dostaténe rychlo ajednoducho manualne
uskut@nite’na a finaine nenartna. Popri bielkovinovych analyzach sa do popredia
dostavaju aj DNA analyzy. DNA markery sa vyuZivgdi mapovani gendému, v Stadiu
genetickej diverzity, pri selekcii genotypov s hodfrsky vyznamnym génom tesne
viazanym k wtitému molekularnemu markerudat DNA markery, ktoré sa vyuZzivaju pri
selekcii poZzadovanych genotypov, nie su ovplyvnegroekologickymi podmienkami
pestovania a nezavisia od Stadia vyvoja rastliniggovom sa analyzované. Je ich vhodné
pouzt’ vtedy, kel je tazké atasovo naréné pou bezné Bachtitd’ské metddy. Molekularne
markery zaloZzené na metéde PCR sa vyuZivaju naprikdj pri priprave geneticky
modifikovanych rastlin, ale tiez pri detekcii vnageh génov do vybranych genotyp@im je
mozné odligi modifikované genotypy od nemodifikovanych. Zlepgeviastnosti rastlingi

uz prirodnou selekciou alebo cielenyiraghtenim, bolo zaloZzené na vytvoreni, hodnoteni
a selekcii spravnych kombinéacii alel. Pouzitim nkalérnych markerov je mozné sleddva
vyznamné alely v Stiepiacej populécii a ich naséednapovanie. Spomedzi DNA technik
doplnajucich proteinové analyzy, ktoré sa ¥asnosti pouzivaji, najudi polymorfizmus
vykazuju mikrosatelitné markery. Mikrosatelitné keny ako efektivne markerovacie
systémy sa mozu vyuzipri identifikacii a diferenciacii genotypov psSeejao je mozné
nasledne vyuZipri vybere genetickych zdrojov préaghtenie, pri hodnoteni ich genetickej
rozmanitosti vyuZitenej v $achteni, uwfovani novosti, odliSnosti, vyrovnanosti a stalosti
registrovanych odréd, ale aj pri najroznejSich &tcid v systematike a genetike.
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Polymorfizmus DNA mozno rozdélna(Chambers a MacAvoy, 2000):

1. bodovy polymorfizmus, ktorého @mou je nafastejSie mutacia prislusného
nukleotidu v sekvencii DNA (nukleotidova substitiicalebo delécia), ktorA& moéze thy
pozorovana pri Stiepeni resitikymi endonukleazami (v RFLP technike, AFLP techpile
pri $tadiu dzkového polymorfizmu restréych fragmentov,

2. polymorfizmus v péte tandemovych repeticii (VNTR-Variable Number dandem
Repeats) rozdelenych do viacerych skupin na zéakiitley repetitivneho motivu a ptu
kopii.

Chambers a MacAvoy (2000nhavrhli nasledovné delenie pre tandemové repeticie

. Satelity —vysoko opakované useky zlozené zo 100 iviac (66) pakovanych
nukleotidov, ktoré st viac menej uniformné a mdjtkd 1¢ aZ 10 nukleotidov.

. Minisatelity —stredne opakované useky 10 az 100 nukleotidovavgjtice viac menej
uniformné zoskupenia dihé 4a% 1§ nukleotidov.

. Mikrosatelity —kratke Useky 2 az 10 opakujucich sa nukleotidasskapenych az do
107 nukleotidov.

. Mononukleotidy-uniformné jednonukleotidové sekventidovdnej dzky.

Velkog repetitivnej sekvencie u mikrosatelitov je predmnetdiskusie réznych autorov.
Tautz (1993) navrhuje dku repetitivnej jednotky od 1 do 10 bgaldi navrhuja 1-6 bp
(Goldstein & Pollock, 1997)pripadne 1-5 bgSchlotterer, 1998) Chambers a MacAvoy
(2000) navrhuja pri mikrosatelitoch minimalnuizku kon€ného zoskupenia 8 nukleotidov
a dzku repetitivnej jednotky 2-6 nukleotidov. Mononetidové repeticie navrhuju &henit
samostatne a nezdhgu ich medzi mikrosatelity ani 7-10 nukleotidovépeticie kvoli
nedostatku informéacii o mutiaych procesoch v ramci nich.

Mikrosatelity alebo tiez kratke tandemové repetid®TR-Short Tandem Repeats),
jednoduché opakovania sekvencii (SSR-Simple SegquBepeat), kdkovy polymorfizmus
jednoduchych sekvencii (SSLP-Simple Sequence LeRgllymorphism) sa rozdleja na
dokonalé (perfect), nedokonalé (imperfect) a zléZz€nompoud) mikrosatelitWeber,
1990) Dokonalé mikrosatelity su tvorené jednym suavislyapetitivnym motivom napr.
(AT)14 V nedokonalych mikrosatelitoch je zakladny maopireruseny poradim niekiych
nukleotidov napr. (AGy GT(AC).. ZloZené mikrosatelity predstavuju ni¢ko sekverinych
motivov napr. (AT)s(AC),o. V dbsledku novych informacii o réznych sek&eych motivoch
vo vnutri mikrosatelitovChambers a MacAvoy (2000YyozSirili uvedené rozdelenie na 8es
tried, prtom termin ,perfect® nahradili terminom ,pure” prezr@enie dokonalych
mikrosatelitov a termin ,imperfect* nahradili temoim ,interrupted pure* pre ozdtenie
nedokonalych mikrosatelitov.

Mikrosatelity sa vyskytuj&asto, nahodne a vo Rlkeom mnoZzstve vo vSetkych preskimanych
eukaryotickych jadrovych DNATautz & Renz, 1984, Gupta et al., 1996 Frekvencia
vyskytu mikrosatelitov sa liSi vyznamne medzi rGonyprganizmmami Korgante a Olivieri,
1993, Gupta et al., 1996)Odhaduje sa, ZBudsky gendm obsahuje v priemere o0 10x viac
mikrosatelitov ako rastlinny gendmPdwell et al., 199% V rastlinnych druhoch sa
nagastejSie vyskytuju dinukleotidové repeticie (A@) (GA), pricom pSenica obsahuje viac
dinukleotidovych repeticii ako ryZakukurica Gupta a Varshney, 200).

Cielom prace bolo pomocou mikrosatelitnych markerov niifikovat’, diferencova

a charakterizowa genotypy psSenice letnejliticum aestivumL.). Ziskané vysledky bude
mozné nasledne vyuZipri vybere genetickych zdrojov pré&aghtenie, pri hodnoteni ich
genetickej rozmanitosti, &émvani novosti, odliSnosti, vyrovnanosti a stalostjistrovanych
odrdd, ako aj pri najr6znejSich Studiach v systémat genetike.
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MATERIAL A METODIKA

Na mikrosatelitné analyzy sme pouzili subor 30 ddp8enice letnejT{iticum aestivuni..)
(Tabukal). Jednotlivé vzorky boli ziskané z UKSUP Biatia, AGRO BSS sr.o.
Sladkovtovo a Génovej banky semennych druhov SR VURV vtRigsch. Anorganické a
organické chemikélie, enzymy dalSie Specialne chemikalie, ktoré sme pouzivali pri
analyzach boli zakupené od firiem: Sigma, Merckptantas, Sklochem.

Tabulka 1 Zoznam analyzovanych 30 odréd pSenice lefheji¢um aestivuni..)

Odroda Rodokmai Rok__povolema
a krajina pévodu
1. Apache Axial/NRPB 84-4233 1995 FR
2. Arida Bu-39 / Barbara 2001 SR
3. Armelis BU-39 /SO 6673 2002 SR
4. Astella Viginta x SO-80-2208 1995 SR
5. Bety HE 3083/Viginta 1994R
6. Brea BR 918 x Hana 1992R
7. Bonita SK 8366-2-85 / SK 8416-18-85 2003 SR
8. Charger Fresco sib./Mandate 1997 UK
9. Eva BU-39/(Viginta / Selekta) 2001 SR
10. Favorit GK 34.82/GK Mini Mano HUN
11. Hana NS-984-1 x (Mironovsk& 808 x Moisson) 199%
12. llava
13. llona Amika x (Siete Cerros x Kavkaz) 1989 SR
14. Istar Blava/Barbara SR
15. | Magvas HUN
16. | Matador SQUAREHEAD/GELDERSE- 1996 NL
RIS//ICHALLENGE[GRIS-
2001];SQUAREHEAD/GELDERSE-
RIS//ICHALLENGE-BASTAARD[GRIS-
2001];

17. | Niagara Viginta x Danubia x llona 199R
18. Ormil Axial x H-86028-E 1995 FR
19. Petrana BR 1701/ ST 1393 2002 SR
20. Petur Thesee/Othalom HUN
21. Réaba Bucsanyi 20/HE 82 HUN
22. Rada Viginta x Mardler 1995 SR
23. | Samanta Hana x Viginta 199R
24. Sana Maris Mardler / K 6072/73-5-89 1995 SR
25. Sideral Arminda x Festival 1998 FR
26. Torysa Maris Marksman x Vala 1992 SR
27. Vanda Zdar / Hana 2001 SR
28. Velta Barbara / Solida 2001 SR
29. | Viginta (Norin 75 x Alba) x lljtovka 1989 SR
30. Zerda Koral x Pannondur 1999 SR

Celkovu rastlinni DNA sme izolovali z mladych 7-Bovych listov pSenice. Rastlinny
material sme homogenizovali v trecej miske v tekutdusiku. Pre samotnu izolaciu DNA
pSenice sme pouZili postup vytvoreny kombinaciowallv izol&nych postupov — pda
Dellaportu et al. (1983)a Granera et al. (1990) Mikrosatelitné analyzy sme uskdtmvali
vobjeme 20 ul. Ako primery sme pri pSenici pouzili 17 Specifigh 17-22
oligonukleotidovych sekvencii, ktoré popigtbder et al. (1998)Tabu’ka 2). Amplifikatné
podmienky pre jednotlivé mikrosatelitné markery mpée sme pouzivali taktiez pltal
Rddera et al. (1998)
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Taburka 2 Zoznam pouzitych 17 Specifickych SSR markerov

SSR Lokus na Anelaéna Motiv repeticie Sekvencie primerov
marker chromozéme teplota P (5 -3)
TGGCGCCATGATTGCATTATC
. TTC
Xgwm18 18 S0°C (CACATAL | GGTTGCTGAAGAACCTTATTT
AGG
; GTTGAGCTTTTCAGTTCGGC
Xgwma4 D 61°C (GA) ACTGGCATCCACTGAGCTG
; GCACGTGAATGGATTGGAC
Xgwm46 B 60 °C (GA)GC(CAks | 1GACCCAATAGTGGTGGTCA
; CACTACAACTATGCGCTCGC
Xgwmas 6B 60 °C (GTRIT(GA) | TCcCATTGGCTTCTCTCTCAA
) GATCAAACACACACCCCTCC
Xgwma5 2A 62°C (AC)s AATGCAAAGTGAAAAACCCG
; GATCGAGTGATGGCAGATGG
Xgwm161 3D 60 °C (CTs TGTGAATTACTTGGACGTGG
GGGTTCCTATCTGGTAAATCC
Xgwm174 5D 55°C (CT) C
GACACACATGTTCCTGCCAC
. GGTTTTCTTTCAGATTGCGC
Xgwmi92 5D 60 °C (CT)s CGTTGTCTAATCTTGCCTTGC
. GATCTGCTCTACTCTCCTCC
Xgwm194 4D 50°C (CTzimp CGACGCAGAACTTAAACAAG
GAGTCCTGATGTGAAGCTGTT
Xgwm234 58 56 °C (CT)16(CA)20 | G
CTCATTGGGGTGTGTACGTG
) CATCCCTACGCCACTCTGC
Xgwm291 5A 61°C (CA)35 AATGGTATCTATTCCGACCCG
) AATTTCAAAAAGGAGAGAGA
Xgwms334 6A 50 °C (GA)19 AACATGTGTTTTTAGCTATC
; CAAGGAAATAGGCGGTAACT
Xgwmaaa B 55 C (GT)24 ATTTGAGTCTGAAGTTTGCA
; ATCATGTCGATCTCCTTGACG
Xgwm389 3B 60°C (CT14(CNI6 | 15CCATGCACATTAGCAGAT
CAACTCAGTGCTCACACAAC
. G
Xgwma69 6D 60°C (CDIACAI0 | GATAACCACTCATCCACAC
C
GAGAGCCTCGCGAAATATAG
Xgwm495 4B 60°C (GA)20 G
TGCTTCTGGTGTTCCTTCG
TCTCGCTGTGAAATCCTATTT
Xgwm540 58 55°C (CT)3CC(CT)16 | C
AGGCATGGATAGAGGGGC

Amlifikované alely sme separovali v 6 % polyakryidmvych géloch (35 cm x 45 cm x 0,4
mm) denaturovanych niovinou. DNA profily sme hodnotili kvalitativne Z'&diska
pritomnosti DNA fragmentov. Zaroiiesme utovali aj ve’kos” amplifikovanych fragmentov
pomocou DNA Standardov.Vysledné PCR produkty v gkdylamidovych géloch sme
skenovali pomocou CCD kamery UVP &itané polyakrylamidové gély sme vyhodnocovali
pomocou dokumentaych a vyhodnocovacich programov systému Grab-IpaWindows.
Na hodnotenie polymorfizmu medzi genotypmi pSenmeameia a vyuZiténod’
mikrosatelitnych markerov pri ich diferenciécii smpeuZzili index diverzity (DI)(Weir,
1990) pravdepodobnasidentity (PI) (Paetkau et al., 1995 polymorficky inform&ny
obsah (PIC) (Weber, 1990) V DNA profiloch sme hodnotili polymorfické
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reprodukovattné markery ako pritomné (1) alebo nepritomné (Q)tvdtili sme tabiiku

a ziskané udaje sme pouzili na viypbJaccardovho koeficientu genetickej podobnosdi pr
vSetky parové kombinécie, ktoré sme robili modul@RSS Professional Statistics 16,0,
Statistického balika programov SPSS for WindowsS&nc., Chicago, lll., USA). Takto

ziskanu matricu genetickej podobnosti sme pouaikonstrukciu dendrogramu.

Vysledny dendrogram sme skonStruovali hierarchickdastrovou analyzou metddou
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using arithroefiverages). Geneticku diverzitu

v grafickych vyjadreniach dendrogramov sme vyjadiov v relativnych hodnotach

v rozmedzi od 0-25.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na identifikaciu 30 odréd pSenice letnej sme pduZil mikrosatelitnych markerov,
ktoré publikovali Roder et al. (1998) Dev& mikrosatelitov bolo dokonalych, 2
nedokonalé a 6 bolo zloZzenych. Pri vSetkych anaigmgch odrodach pSenice letnej sme
detekovali len jednu alelép nam dokazuje, Ze vSetky analyzované odrody pSdetoej su

v homozygotnom stave.Celkovo sme na 17 lokusochgaetli 94 alel na chromozémoch
2A, 5A, 6A, 1B, 3B, 4B, 5B, 6B, 7B, 3D, 4D, 5D, 6IDD. Pa&et alel na lokus sa pohyboval
od 3 do 9 s priemernym pimm 5,5 alel na lokus. Najvyssi ¢ai alel (9) sme pozorovali
Uroven polymorfizmu medzi analyzovanymi genotypmi smerekgerizovali podla indexu
diverzity (DI), ktory vyjadruje rozmanitgs alel v danom lokuse, polymorfického
informatného obsahu (PIC), ktory zbddhuje aj frekvenciu alel. Do akej miery su dva
genotypy identické vyjadruje pravdepodobihddentity (P1). VSetky hodnoty (Talfka 3)
boli vypccitané na zaklade frekvencie alel kazdého markera.

TabuPka 3 Prelfad pa@tu ziskanych mikrosatelitnych alel, vypptané hodnoty DI, PIC, PI

SSR marker | T o¢et Lokus na DI PIC PI
alel chromozéme

Xgwm18 4 1B 0,513 0,484 0,257
Xgwm44 6 7D 0,676 0,671 0,066
Xgwm46 7 7B 0,709 0,708 0,044
Xgwma88 4 6B 0,560 0,465 0,287
Xgwm95 3 2A 0,460 0,449 0,263
Xgwmi61 4 3D 0,471 0,443 0,298
Xgwml74 9 5D 0,804 0,800 0,024
Xgwm192 4 5D 0,589 0,586 0,088
Xgwm194 7 4D 0,796 0,786 0,032
Xgwm234 7 5B 0,696 0,694 0,054
Xgwm?291 5 5A 0,642 0,582 0,182
Xgwm334 5 6A 0,651 0,647 0,090
Xgwm344 5 7B 0,524 0,522 0,170
Xgwm389 6 3B 0,776 0,760 0,051
Xgwm469 5 6D 0,776 0,757 0,049
Xgwm495 5 4B 0,347 0,332 0,438
Xgwm540 8 5B 0,824 0,816 0,024

Priemer 55 0,636 0,618 0,142
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Index diverzity (DI), ktory vyjadruje rozmanitbsalel v danom lokuse, sa pohyboval
vrozmedzi od 0,347Xgwm495) do 0,824 (Xgwm540) s priemernou hodnotou 0,636.
Hodnoty polymorfického inform@mého obsahu (PIC), ktoré navySe zohlgd aj frekvenciu
alel, sa pohybovali vrozmedzi od 0,382ywm495)do 0,816 (Xgwmb540)s priemernou
hodnotou 0,618. Pravdepodobtioglentity (Pl) bola nizka, ato vrozmedzi od 0,024
(Xgwm174 a Xgwmb404lo 0,438 (Xgwm495) s priemernou hodnotou 0,142 a vyjadruje
s akou pravdepodobntisi su dva genotypy identické.

Hodnoty DI boli vo vé&Sine lokusov (82%) w#&ie ako 0,5 okrem lokusoXgwm95
Xgwml6laXgwm495a taktiez hodnoty PIC boli vo ¥sine (70,6%) lokusov ¢&ie ako 0,5
okrem lokusov Xgwm18 Xgwm88 Xgwm95 Xgwml1l6l a Xgwm495Zo0 17 pouzitych
mikrosatelitnych markerov, pri 10 lokusoch (59%)esdetegovali hodnoty DI ¥&ie ako 0,6,
hodnoty PIC pri 9 lokusoch (53%j0 poukazuje na vysoku diferencnl schopnas
mikrosatelitnych markerov.

Na zaklade vikosti mikrosatelitnych alel pre kazdy zo 17 lokusdskanych v analyzach
bolo mozné vyuzitim UPGMA algoritmu vytvérdendrogram (Obrazok 1), ktory nazope
genetické vfahy medzi odrodami pSenice. Odrody bolo mozné flozde dvoch hlavnych
klastrov, preom prvy klaster zafiia 2 odrody a druhy klaster obsahuje 28 odréd pé&enic
letnej.

V prvom klastri si samostatne odliSené dve fran@irsirody Ormil a Sideral. Druhy klaster
bol rozdeleny do dvoch skupin, gm v skupine 2a tvoria samostatnu skupinu odroalyall

a llona adruha skupinu tvori 20 odrdd, z ktorych ddréd (55%) bolo vy&chtenych

v Slovenskej republike a 5 odrdd (25%) bololiaghtenych \Ceskej republike. V skupine 2b
je obsiahnutych 6 odrdod pSenic, ktoré su zoskumendéroch dvojic. Prva dvojicu tvoria
slovenské odrody Torysa a Vanda, druhu dvojicu idvardrody Charger a Petur a tretiu
dvojicu mafarska odroda Favorit a slovenské odroda Sana.

CALSE o 5 10 15 20 25

Réba
Samanta

b &

H
Petrana SVE
Hana CZE
Zerda 5VE 4‘
Eva SVE
Matador NL |
Erea CZE
Niagara CZE J
Arida SVE
Armelis SVE
Rada SVE
Viginta SVE —
Bety CZE
Epache FR 23
Velta SVE
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Istar SVE Q
Magwvas HUON
Bonita SVE
Ilava -
Ilona SVE | 2
Torysa SVE L &
Vanda S5VE }7
Charger UK
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Sana SVE w l
Ormil FR &4 I 1
Sideral FR
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Obrazok 1: Dendrogram 30 odp8dnice letnej s vyuzitim 17 SSR markerov.

Pouzitim 17 mikrosatelitnych markerov sa nam paddarilisSt’ 26 z 30 odréd pSenice letnej.
Nepodarilo sa ndm od seba odli8drody Raba a Samant&eské odrody Brea a Niagara.
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ZAVER

V 17 pSeninych mikrosatelitnych lokusoch sme detegovali 9dl alr6znou vEkos'ou.
sme detegovali v lokuse¢gwm95s priemernou hodnotou 5,5 alely na lokus. Vysakypai
polymorfizmu v sledovanych 17 lokusoch pSenice gntNu aj vysoké hodnoty indexu
diverzity (DI) a polymofického informmého obsahu (PIC). Zo 17 pouzitych
mikrosatelitnych markerov pSenice, pri 10 lokussohe detegovali hodnoty DI #&ie ako
0,6 a pri 9 lokusoch hodnoty PIC ¢&e ako 0,6,60 poukazuje na vysoku diferencisl
schopnog pouzitych mikrosatelitnych markerov, §wm tieto hodnoty prezentuji vysoku
urovei polymorfizmu genotypov pSenice detegovaného pomagikrosatelitnych markerov.
Na zaklade vikosti mikrosatelitnych alel pre kazdy zo 17 lokussskanych v analyzach,
bolo mozné vyuzitim UPGMA algoritmu zostndjdendrogram, ktory nazéaje genetické
vztahy medzi genotypmi. Vzniknuté zoskuperiastaine zolfadiuju rodokmene odréd
a tiez miesta ich vyachtenia. V dendrograme bolo mozné odliSi 26 zdB0adpSenice letne;.
Nepodarilo sa nam odliSiaplikovanymi markermi odrody R&ba a Samanta adyd®rea
a Niagara.
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