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THE VARIABILITY OF WHEAT GENETIC RESOURCES USABLE IN BREEDING
FOR FUNCTIONAL FOODS
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ABSTRACT

The collection of 24 genotypes of wheat (Triticum aestivum L., 2n = 6x = 42, BBAADD) and one genotype Thinopyrum
ponticum (Podp.) Barkworth & D. R. Dewey (2n = 10x = 70, JJJJJIJ°°PF) was studied using the SSR method. We
analysed genetic variability of wheat genotypes with purple pericarp, blue aleurone, yellow endosperm and red pericarp.
SSR markers localized on chromosomes of A and B genome were chosen from the literature for the analysis. Based on 20
SSR markers a dendrogram was calculated, which highly significantly differentiates the genotype Thinopyrum ponticum.
The 3 genotypes with purple pericarp and 1 genotype with blue aleuron showed a higher variability than remaining 20
genotypes. The bigger cluster is split into 2 subclusters. The minor subcluster contained only genotypes with blue aleuron
layer. Among these genotypes was confirmed high similarity of 2 blue aleuron genotypes that are supposed to be the same
genotypes of different origin. Isogenic line of red pericarp wheat and the line of yellow endosperm genotypes are gathered
in the bigger subcluster. Used SSR markers can be applied for the detection of the variability and/or purity of the analysed
genoypes in breeding programs. This could be a new way how shift healthy benefits like anthocyanin pigments into the
common bread and produce functional food.
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UVOD

Ceredlie a vyrobky z nich, tedy pecivo, téstoviny aj.,
tvofi velkou cast bézné lidské stravy. V ramci Siroké
Skaly bézného peciva je kladen dlraz na vyrobky
z celozrnné mouky, nebot” obilky této pSenice nejsou pfi

ponticum (pfedpokladaného donoru genu modrého zbarveni
obilky) (Tabulka 1).

Tabulka 1 Charakteristika analyzovanych genotypt

procesu mleti zbavovany obalovych vrstev, a tak jejich Ndzev Zbarveni | Forma Zdroj

vysokd nutri¢ni hodnota pfechdzi do peciva. Dalsi obilky

moznost, jak obohatit tuto dileZitou soucast lidské Novosibirskaya 67, Servené | jarni 7vU

vyzivy, se nabizi pravé produkci pSenice s rtiznym ANK-1A, ANK- Kromé¥iz,

zbarvenim obilek. PSenice s rizné¢ barevnou obilkou je 1B, ANK-1C, S.I.0.%

bohatd nejen na piirodni pigmenty, ale i vitaminy, ANK-1D, ANK-1E

proteiny, aminokyseliny a prospésné mikroelementy, ANK-28A, ANK- | purpurové | jarni 70

a proto je doporucovana pro lidskou vyzivu (Li et al., 28B, Abyssinskaja Kroméiz,

2002; Chnapek et al., 2010). Pfirodni pigmenty maji arraseita, Konini, S.1.0.

i prokazatelny vliv na uZitkovost a kvalitu produkce Purple, Purple feed

hospodarskych zvirat, napi. slepic (Riickschloss et al., UC66049, modré jarni VA6

2010). Tchermaks Krométiz,
Technologické  vyuziti pSenic S nestandardnim Blaukorniger SI.0.

zbarvenim obilek je spojeno s nutnosti poznani genetické Sommerweizen,

determinace odchylek vtomto zabarveni a nasledného Tchermaks

vyuziti ve Slechtitelském procesu. V ramci $lechténi je Blaukorniger

dilezitym krokem studium genetické variability 48M, RU 440-5, modré ozima | zvU

genotypul pozadovanych vlastnosti. K tomuto ucelu je RU 440-6, Barevna Kromé¥iz,

mozné vyuzit morfologické markery, proteinové markery 9, Barevna 25 S.I.0.

a markery DNA (Zhang et al., 2007). V ramci markert Indigo purpurové | ozima | ZVU

DNA jsou mikrosatelitni markery (SSRs — Simple Kromdiiz

Sequence Repeats) zvlasté vhodné, protoZze maji vysoky S.I.0. ’

stupen  polymorfismu  a kodominantni  charakter Citrus. Luteus e onma T zZvU

dédi¢nosti (Chandra et al., 2010). Bona bea ' Kromeii
Cilem prace bylo studium genetické variability S.I.0. ’

genotypl psenice s nestandardnim zbarvenim obilky, Thinopyrum donor onma T GB

které jsou vyuzitelné ve Slechtitelském programu pSenice ponticum modrého VURV

zaméfeného na funk¢ni potraviny. sabarveni v.v.i.*’:

MATERIAL A METODY

Kolekce 24 genotypti s nestandardnim zbarvenim
obilek psenice seté (Triticum aestivum L.) byla doplnéna
0 jeden genotyp planého druhu travy Thinopyrum

Vysvétlivky: * Zemédélsky vyzkumny ustav Kroméiiz,
S.r.o.; ** Genova banka Vyzkumného tustavu

rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
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Téchto 25 genotypt bylo podrobeno analyzam genetické
variability pomoci 20 SSR (mikrosatelitnich) markerQ
lokalizovanych v mistech genii determinujici odchylky
ve zbarveni obilek, které byly popsany v literatuie
u pSenice a tritikale (Khlestina et al., 2004; Kuelung et
al., 2006). Pro molekularni analyzy byla genomova DNA
izolovéna pomoci izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit
(f. Qiagen) z napéstovanych rostlin ve fazi jednoho listu
(5-7 dni staré rostliny). Reakéni smés o celkovém
objemu 25 pl obsahuje: 30 mng templatové DNA,
0,5 U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici
pufr, 7,5 uM kazdého primeru a 100 pM kazdého dNTP.
Teplotni a asovy profil reakce byl: 1cyklus 93°C —
120s; 30x (93°C - 60's, 54°C — 120 s, 72°C — 120 s). Pro
vizualizaci produkti bylo pouzito barveni dusicnanem
stiibrnym (0,2 %) po probéhlé vertikalni elektroforéze
(pfi 300 V) mna 8 % nedenaturovaném
polyakrylamidovém (PAA) gelu v TBE pufru. Vysledky
molekularnich analyz byly vyhodnoceny pomoci binarni
matice, kde 1 znamend pfitomnost produktu a 0 absenci
produktu. Nasledné¢ byly tyto hodnoty statisticky
zpracovany pomoci programu FreeTree a graficky
zpracovany do podoby dendrogramu pomoci programu
TreeView. Pro jednotlivé SSR markery byly vypoéteny
statistické  hodnoty DI  (index diversity), PI
(pravdépodobnost  identity) a PIC (polymorfni
informa¢ni obsah) (Russell et al., 1997).
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Obriazek 1 Elektroforeticka separace SSR markeru
(Xbarc176) na PAA gelu
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VYSLEDKY A DISKUSE
Celkem bylo SSR markery specifickymi pro
chromozomy A a B detekovano 94 alel, v priméru

pfipadana pfiblizné 5 alel na jeden mikrosatelitni lokus.
Podobny pocet alel na lokus, tzn. 5,1 alel na lokus,
detekovali Maccaferri et al. (2010) pii pouziti vyrazné
vétsiho poctu odrad (189 genotypl) pSenice tvrdé
a vétsiho poctu mikrosatelitd (90 SSR markertt). Nejvetsi
pocet 8 alel byl detekovan pomoci primeru Xbarc163.
Nejvyssi variabilita ve velikosti ziskanych amplikont
byla zaznamenana uprimerd Xbarcl76 (Obrazek
1) Xbarc077. Velikost amplifikovanych produkti se
pohybovala v rozmezi od 100 do 260 bp. Khlestkina et
al. (2004) a Kuelung et al. (2006) uvadéji pfitomnost
nulovych alel, kterou jsme zjistili i my v piipadé péti
mikrosatelitt ~ (Xbarc003,  Xbarc077,  Xbarcl63,
Xbarc170, Xgwm340). Primérna hodnota DI byla 0,51;

pramér PI 0,29 a pro ukazatel PIC byla vypocitana primérna
hodnota 0,49 (Tabulka 2). Statistické hodnoty vyjadiuji
pramérny Stupen variability ve studované kolekci genotyptl
barevnych pSenic, ktery byl zjistén jiz pii pouziti 4 SSR
markert (Musilova et al.,, 2010) a jsou srovnatelné
s Holtonem et al. (2004) pii pouziti podobného poctu
genotypt a dvojnasobného poctu SSR markert. Pfi pouziti
20 SSR markerti bylo ziskdno vétsi mnozstvi dat, ktera
umoziluyji  vice charakterizovat analyzovany  soubor

genotypu.

Tabulka 2 Statistické zhodnoceni analyzovanych SSR

markeri
SSR Lokalizace Pocet DI PI PIC
marker alel

Xbarc163 4B 8 0,52 023 0,52
Xbarc195 6A 4 051 03 044
Xbarc003 6A 6 0,64 0,09 0,64
Xbarc077 3B 6 0,72 0,05 0,72
Xgwm861 7A,7B 6 0,67 011 0,65
Xbarcl76 B 7 059 0,16 0,58
Xbarcl170 4A 7 0,56 022 0,52
Xgwm122 2A 7 052 023 0,551
Xgwm294 2A 4 0,65 016 0,60
Xgwm445 2A 6 0,60 0,17 0,58
Xgwm328 2A 1 0,07 086 0,07
Xgwm356 2A 1 0,07 0,86 0,07
Xwmc428 2A 5 0,69 0,09 0,68
Xgwm666b 3A 3 0,41 0,37 0,39
Xcfa2134 2A 2 0,20 065 0,19
Xgwm636 2A 6 0,77 0,03 0,76
Xgwm674 3A 3 0,41 0,36 0,38
Xgwm276 7B 3 0,36 042 0,34
Xgwm181 3B 5 0,76 0,04 0,75
Xgwm340 3B 4 0,69 0,07 0,68
Priumér 5 0,51 0,29 0,49

Vysvétlivky: DI (index diversity), PI (pravdépodobnost
identity) a PIC (polymorfni informaéni obsah)

Na zakladé statistického vyhodnoceni byl sestaven
dendrogram podobnosti analyzovanych genotypl barevnych
pSenic (UPGMA, Jaccardiv koeficient). Z dendrogramu
(Obrazek 2) je patrné rozdéleni do dvou klasteri. Genotyp
Thinopyrum ponticum se zafadil mimo tyto klastery, coz
potvrzuje skuteCnost, Ze tento plany druh nesdili s pSenici
setou homologii ve sledovanych chromozomech. Mensi ze
dvou klasterd zahrnuje 3 genotypy s purpurovou barvou
obilky ("Abyssinskaya Arraseita’, Purple” a "Purple feed’) a
1 genotyp modrého zbarveni, tedy je prikazna jejich veétsi
variabilita vzhledem ke zbyvajicim 20 genotypim vétsiho
klasteru. Tento se dale rozdélil na 2 subklastery. Mensi
subklaster je sloZzen pouze z genotypt s modrym zbarvenim,
znichz byla u dvou genotypl zaznamenana vysoka
pfibuznost. Timto byla potvrzena domnénka, Zze se jednd
0 stejny genotyp, ovSem rozdilného pivodu odkud byl
vzorek do kolekce ZVU Kroméfiz, s.r.o. zafazen. Ve vét§im
subklasteru se nachazi izogenni linie Cervené¢ zbarvenych
pSenic a vysoce piibuznd linie genotypt se zbarvenim.
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V ptipad¢ ‘Citrus” a ‘Luteus’ je to dano spoleénymi
predky v rodokmenu. Ob¢ odridy pochazi od prof. dr.
Wilhelma Jahn-Deesbacha z Némecka a maji nasledujici
rodokmen: Citrus /(Sunnan x Monopol) x Stamm Gl
912/ a Luteus /(Sunnan x Monopol) x Giessener Stamm/
(UKZUZ, ustni sdéleni).
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Obrazek 2 Dendrogram genetické variability 20 SSR

markeri
Vysvétlivky:

1 Novosibirskaya 67

14 T.B.Sommerweizen

ZAVER

Pomoci SSR markerti se podarilo statisticky vyznamné
rozli§it analyzovany soubor genotypti pSenice seté
s nestandardnim zbarvenim obilky. Genotyp Thinopyrum
ponticum (pravdépodobny donor modrého zbarveni) se
zafadil mimo tyto klastery, coz potvrzuje skuteCnost, ze
tento plany druh nesdili s pSenici setou homologii
ve sledovanych chromozomech. Ziskané vysledky,jsou
pouzitelné ve Slechtitelskych programech psenice pro
charakteristiku donorti nestandardniho zbarveni obilky. Pro
dalsi studium je nezbytné mj. charakterizovat geny, které
jsou soucasti biochemickych drah zodpovédnych za syntézu
danych barviv, sledovat jejich expresi, atak zefektivnit
Slechténi téchto typti pSenic. Neméné dulezité je sledovat
kvalitativni 1 kvantitativni zmény anthokyanti v pribéhu
pekérenského zpracovani, které pozitivné ptisobi na zdravi
¢loveka svymi antioxidacnimi u€inky.
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