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IDENTIFICATION, DIFFERENTIATION AND CHARACTERIZATION OF BARLEY

GENOTYPES USING SSR MARKERS.
Martin Vivodik, Zdenka Gélovd, Zelmira Baldovi

ABSTRACT

Eleven primer pairs for study of genetic diversity of 30 barley genotypes were used, that amplified altogether 58 different
polymorphic alleles with an average number of 5,3 alleles per locus. The number of alleles ranged from two (HVCMA) to
eleven (HVRCABG). All eleven microsatellite markers were polymorphic and produced reproducible data. The diversity
index of the tested SSR markers ranged from 0,124 (HVCMA) to 0,866 (HVRCABG) with an average of 0,584. The
polymorphic information content ranged from 0,116 (HVCMA) to 0,866 (HVRCABG) with an average of 0,555. Six (54 %)
of 11 microsatellite loci obtain values of index diversity higher than 0,6, which is generally considered sufficient for this
purpose. Dendrogram based on hierarchical cluster analysis using UPGMA algorithm grouped genotypes into two main
clusters. Two genotypes, SK 5407 and SK 5451 was not possible to distinguish from one another. Results showed the utility
of microsatellite markers for estimation of genetic diversity of wheat cultivars and barley genotypes leading to genotype
identification.
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UvVOoD nedokonalé  (imperfect) azloZzené (compoud)
DNA markery sa vyuzivaji pri mapovani genému, mikrosatelity ~ (Weber,  1990). = Dokonalé
v §tadiu genetickej diverzity, pri selekcii genotypov mikrosatelity st tvorené jednym  suvislym
s hospodarsky vyznamnym génom tesne viazanym repetitivnym motivom napr. (AT)1a.

k ur¢itému molekularnemu markeru atd. DNA V nedokonalych mikrosatelitoch je zakladny motiv
markery, ktoré sa vyuzivaji pri selekcii preruseny poradim niekol’kych nukleotidov napr.
pozadovanych genotypov, nie su ovplyvnené (AC)15 GT(AC),. Zlozené mikrosatelity predstavuju
agroekologickymi podmienkami pestovania niekol’ko sekvenénych motivov napr. (AT)15(AC)x.

V désledku  novych  informécii o réznych
sekvennych motivoch vo vnutri mikrosatelitov,

anezavisia od §tadia vyvoja rastliny, v ktorom st
analyzované. Je ich vhodné pouzit' vtedy, ked je

tazké a Casovo naro¢né pouzit’ bezné Slachtitel'ské
metody. Molekuldrne markery zalozené na metode
PCR sa wvyuzivaju napriklad aj pri priprave
geneticky modifikovanych rastlin, ale tiez pri
detekcii vnesenych génov do vybranych genotypov,
¢im je mozné odlisit modifikované genotypy od
nemodifikovanych. Zlepsenie vlastnosti rastlin, ¢i
uz prirodnou selekciou alebo cielenym $lachtenim,
bolo zaloZené na vytvoreni, hodnoteni a selekcii

Chambers a MacAvoy (2000) rozsirili uvedené
rozdelenie na Sest’ tried, pricom termin ,,perfect™
nahradili terminom ,pure“ pre oznacenie
dokonalych mikrosatelitov a termin ,,imperfect™
nahradili terminom ,interrupted pure* pre

oznacenie nedokonalych mikrosatelitov (Tabulka
1).

Tabulka 1 Sest’ tried mikrosatelitov (Chambers

spravnych kombinacii alel. Pouzitim a MacAvoy, 2000)

molekularnych markerov je mozné sledovat Trieda Class Sekvencia

vyznamné alely v Stiepiacej populacii aich Dokonaly Pure -(AT)16-

nasledné Prerusovany Interrupted -(TA)-(CA)4-
dokonaly pure TA-(CA)e-

) ZloZeny Compoud -(AT)1o-(AC)g-
mapovanie. Spomedzi DNA technik dopliiajtcich PreruSovany Interruped -(AC)14-AG-
proteinové analyzy, ktoré sa v sicasnosti pouzivaju, zloZeny compoud AA-(AG);,-
najvacsi polymorfizmus vykazuju mikrosatelitné Komlexny Complex (TTTC)3.4-(T)s.
markery. Mikrosatelitné markery ako efektivne (CT)os-
markerovacie systémy sa moézu vyuzit pri (CYKY),-
identifikacii a diferenciacii genotypov pSenice a CTCC-
jaémena, €o je mozné nasledne vyuzit' pri vybere (TTCC),.4
genetickych zdrojov pre Slachtenie, pri hodnoteni Prerusovany Interruped Alela
ich genetickej rozmanitosti vyuziteI'nej v §lachteni, komplexny complex s prerusenim vo
ur¢ovani novosti, odliSnosti, vyrovnanosti a stalosti vnutri
registrovanych odréd, ale aj pri najroznejSich repetitivnej
stadiach v systematike a genetike. jednotky

Mikrosatelity alebo tiez kratke tandemové repeticie

(STR-Short ~ Tandem  Repeats),  jednoduché Mikrosatelity sa vyskytujii ¢asto, ndhodne a vo
opakovania  sekvencii (SSR-Simple  Sequence velkom mnozstve vo vSetkych preskamanych
Repeat), dlzkovy polymorfizmus jednoduchych eukaryotickych jadrovych DNA (Tautz & Renz,
sckvencii ~ (SSLP-Simple  Sequence  Length 1984, Gupta et al., 1996). Frekvencia vyskytu

Polymorphism) sa rozdel'uji na dokonalé (perfect),
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mikrosatelitov sa 1i§i vyznamne medzi rdéznymi
organizmami (Morgante a Olivieri, 1993, Gupta
et al., 1996). Odhaduje sa, Ze ludsky geném
obsahuje v priemere 0 10x viac mikrosatelitov ako
rastlinny geném. V rastlinnych druhoch sa
najcastejS§ie vyskytuju dinukleotidové repeticie
(AC), a (GA),, pricom pSenica obsahuje viac
dinukleotidovych repeticii ako ryza ¢i kukurica
(Gupta a Varshney, 2000).

Velkost’ repetitivnej sekvencie u mikrosatelitov je
predmetom diskusie réznych autorov. Tautz (1993)
navrhuje diZku repetitivnej jednotky od 1 do 10 bp,
dalsi navrhujt 1-6 bp (Goldstein & Pollock, 1997)
pripadne 1-5 bp (Schlotterer, 1998). Chambers
a MacAvoy (2000) navrhujt pri mikrosatelitoch
minimalnu ~ dizku  konetného  zoskupenia 8
nukleotidov adizku repetitivnej jednotky 2-6
nukleotidov. Mononukleotidové repeticie navrhuja
vycClenit samostatne anezaraduji ich medzi
mikrosatelity ani 7-10 nukleotidové repeticie kvoli
nedostatku informacii o mutaénych procesoch
V ramci nich.

Cielom prace bolo pomocou mikrosatelitnych
markerov identifikovat’, diferencovat’
a charakterizovat’ genotypy jaCmena siateho
(Hordeum vulgare L.). Ziskané vysledky bude
mozné nasledne vyuzit pri vybere genetickych
zdrojov pre slachtenie, pri hodnoteni ich genetickej
rozmanitosti, urCovani  novosti,  odliSnosti,
vyrovnanosti a stalosti registrovanych odrod, ako aj
pri najroznejsich $tadiach v systematike a genetike.

MATERIAL A METODIKA

Na mikrosatelitné analyzy sme pouzili subor 30
genotypov jaémena siateho (Hordeum vulgare L.)
(Tabulka 2). Jednotlivé vzorky boli ziskané
zUKSUP  Bratislava, AGRO BSS  sr.o.
Sladkovicovo a Génovej banky semennych druhov
SR VURYV v Piestanoch. Anorganické a organické
chemikalie, enzymy a d’alSie Specialne chemikalie,
ktoré sme pouzivali pri analyzach boli zakupené od

10. | Nitran 2003 SR
11. | Orbit 1986 SR
12. | Progres 1998 SR
13. | Reni 2001 NEM
14. _Slovensky 1946 SR
jemny
15. SIov_ensky 1946 SR
kvalitny
16. | Stabil 1993 SR
17. T_errasol 1944 CZE
Pivovarsky
18. | Tiffany 1995NEM
19. | Vladan 1996 SR
20. | Zlatan 1994 SR
21. | KM 96 SR
22. | KM 98 SR
23. | SK 5104 SR
24. | SK5184 SR
25. | SK 5374 SR
26. | SK 5397 SR
27. | SK 5407 SR
28. | SK 5451 SR
29. | SK 5526 SR
30. | SK 5976 SR

Celkovu rastlinni DNA sme izolovali z mladych 7-
10 dnovych listov jaCmena. Rastlinny material sme
homogenizovali v trecej miske v tekutom dusiku.
Pre samotnu izolaciu DNA ja¢mena sme pouzili
postup vytvoreny kombinaciou dvoch izola¢nych
postupov — podla Dellaportu et al. (1983) a
Granera et al. (1990). Mikrosatelitné analyzy sme
uskutoéiiovali v objeme 20 pl. Na analyzy jacmena
sme pouzili 11 mikrosatelitnych parov primerov,
ktoré popisali Becker a Heun (1995) a Macaulay
et al. (2001) (Tabulka 3).

Tabulka 3 Zoznam pouzitych SSR markerov
jac¢merna, ich charakteristika, motiv repeticie
mikrosatelitu a sekvencie parov primerov

firiem: Sigma, Merck, Fermentas, Sklochem. Knim navrhnutych (Becker aHeun, 1995,
Macaulay et al., 2001)
Ta[il.ll”ka 2 Zozna’m genotypov ja¢meiia siateho Sekvencie primerov
pouzitého na analyzy SSR marker G - 3)
Rok Bmacoodo | AGCCCGATCAGATTTACG
Genotyp | Povolenia TTCTCCCTTTGGTCCTTG
a krajina AACGTACGAGCTCTTTTTCTA
. — pdvodu Bmac0067 | ATGCCAACTGCTTGTTTAG
' AAGGGGAATCAAAATGGGAG
2. | Amos 1995 SR Bmag0013 | +-GAATAGGTCTCCGAAGAAA
3. | Diosecky 1938 SR ACGAAAGAGTTACAACGGATA
Kneifl Bmag0135 | 1TTACCACAGATCTACAGGTG
4. | Expres 1999 SR CATTTTTGTTGGTGACGG
5. | Garant 1994 SR Bmag0l73 | ATAATGGCGGGAGAGACA
6. | Jubilant 1991 SR ATTCATCGATCTTGTATTAGTCC
7. | Kompakt 1995 SR Bmag0211 | AcATCATGTCGATCAAAGC
8. | Kosan 1994 SR ATGCTACTCTGGAGTGGAGTA
9. [ Malc Bmag0222 | A CCTTCAACTTTGCCTTATA
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amaaoz2s | AACACACCAAAAATATTACATCA
g CGAGTAGTTCCCATGTGAC
vema | GCCTCGGTTTGGACATATAAAG
GTAAAGCAAATGTTGAGCAACG
HVGNIRE | GAGTTGCAACAACAACAGGGTA
GTCATGCACATCATCGAGATCT
ACACCTTCCCAGGACAATCC
HVRCABG | - AGAGCACCGAAAAAGTCTGTA
Amlifikované alely sme separovali v6 %

polyakrylamidovych géloch (35 cm x 45 cm x 0,4
mm) denaturovanych mocovinou. DNA profily sme
hodnotili kvalitativne z hladiska pritomnosti DNA
fragmentov. Zaroveit sme uréovali aj velkost
amplifikovanych  fragmentov pomocou DNA
Standardov.Vysledné PCR produkty
Vv polyakrylamidovych géloch sme skenovali
pomocou CCD kamery UVP  anacitané
polyakrylamidové  gély sme  vyhodnocovali
pomocou  dokumentaénych  a vyhodnocovacich
programov systému Grab-It 1D pre Windows.

Na hodnotenie polymorfizmu medzi genotypmi
ja¢mena a  vyuzitelnost  mikrosatelitnych
markerov pri ich diferenciacii sme pouzili index
diverzity (DI) (Weir, 1990), pravdepodobnost’
identity (PI) (Paetkau et al., 1995) a
polymorficky informaény obsah (PIC) (Weber,
1990).

V DNA profiloch sme hodnotili polymorfické
reprodukovatel'né markery ako pritomné (1) alebo
nepritomné (0). Vytvorili sme tabulku a ziskané
udaje sme pouzili na vypocet Jaccardovho
koeficientu genetickej podobnosti pre vsetky
parové kombinacie, ktoré sme robili modulom
SPSS Professional Statistics 16,0, Statistického
balika programov SPSS for Windows (SPSS inc.,

Chicago, Ill., USA). Takto =ziskanii matricu
genetickej podobnosti sme pouzili na konstrukciu
dendrogramu.

Vysledny  dendrogram  sme skonstruovali
hierarchickou  klastrovou analyzou metédou
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
arithmetic ~ Averages).  Geneticka  diverzitu

v grafickych  vyjadreniach dendrogramov sme
vyjadrovali v relativnych hodnotach v rozmedzi od
0-25.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na identifikaciu 30 genotypov jaCmena siateho
sme pouzili 11 mikrosatelitnych markerov,
ktoré publikovali Becker a Heun (1995) a
Macaulay et al. (2001). Osem mikrosatelitov
bolo dokonalych, jeden nedokonaly a dva boli
zlozené. Celkovo sme na 11 lokusoch detegovali
58 alel na chromozomoch 1H, 3H, 4H, 5H, 6H,
7H. Pocet alel na lokus sa pohyboval od 2 do 11
S priemernym poctom 5,3 alely na lokus. Najvyssi
pocet alel (11) sme pozorovali v lokuse
HVRCABG a najniz§i pocet alel (2) bol
detegovany v lokuse HVCMA. Priemerny pocet

alel na lokus (5,3) ziskany na§imi analyzami je
porovnatelny s priemermi alel na lokus, ktoré
publikovali viaceri autori (Li et al., 2003, Kraic et
al., 2005, Feng et al., 2006, Pandey et al., 2006,
Malysheva-Otto et al., 2007, Backes et al. , 2009).
Uroven polymorfizmu medzi analyzovanymi
genotypmi ja¢mena sme charakterizovali pomocou
idexu diverzity (DI), polymorfického
informa¢ného obsahu (PIC) a pravdepodobnosti
identity (PI). Vsetky hodnoty (Tabulka 4) boli
vypocitané na zaklade frekvencie alel kazdého
markera.

Tabulka 4  PrehPad poétu  ziskanych
mikrosatelitnych alel, vypoc¢itané hodnoty DI,
PIC, PI

Po¢ | Lokus na
SSR marker | et | chromozé DI PIC Pl
alel me
Bmac0040 10 6H 0,849 | 0,846 | 0,010
Bmac0067 6 3H 0,691 | 0,652 | 0,123
Bmag0013 4 3H 0,340 | 0,316 | 0,458
Bmag0135 3 7H 0,527 | 0,419 | 0,331
Bmag0173 4 6H 0,593 | 0,546 | 0,203
Bmag0211 4 1H 0,624 | 0,567 | 0,188
Bmag0222 3 5H 0,371 | 0,370 | 0,350
Bmag0225 5 3H 0,727 | 0,716 | 0,051
HVCMA 2 7H 0,124 | 0,116 | 0,744
HVGNIRE 6 3H 0,711 | 0,694 | 0,074
HVRCAG 11 4H 0,866 | 0,866 | 0,010
Priemer 5,3 0,584 | 0,555 | 0,231

Na zaklade velkosti mikrosatelitnych alel pre kazdy
z 11 lokusov ziskanych v analyzach bolo mozné
vyuzitim UPGMA algoritmu vytvorit dendrogram
(Obrazok 1), ktory naznaCuje genetické vztahy
medzi genotypmi ja¢mena siateho. Genotypy bolo
mozné rozdelit’ do dvoch hlavnych klastrov, pricom
prvy klaster zahfiia 24 genotypov ja¢mena a druhy
klaster obsahuje 6 genotypov jaCmena.

V prvom klastri sa zoskupilo 24 genotypov jaCmena
siateho atieto genotypy st rozdelené do dvoch
skupin. Skupinu la tvori 22 genotypov, z ktorych
11 genotypov  (50%) bolo vyslachtenych
v Slovenskej republike a d’alsich 11 genotypov
jacmena (50%) st novoslachtence. V 1b skupine su
vyclenené dva slovenské genotypy Nitran
a novoslachtenec SK 5526. Vsetky analyzované
novoslachtence su obsiahnuté v prvom Klastri.

V druhom Kklastri je obsiahnutych 6 genotypov
jacmena, ktoré si zoskupené do troch dvojic. Prva
dvojicu tvoria nemecké genotypy Reni a Tiffany,
druhu dvojicu tvoria slovensky genotyp Slovensky
kvalitny a cesky genotyp Terrasol pivovarsky.
Tretiu dvojicu tvoria slovenské genotypy Diosecky
Kneifl a Slovensky jemny. Druha a tretia dvojica st
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genotypy staré, teda vySlachtené v 1. polovici 20.
storocia.

alel pre kazdy z 11 lokusov. PouZitim 11
mikrosatelitnych markerov sa ndm podarilo odlisit

CLSE 0 5 10 15 20 15 28 z30 genotypov jacmena siateho, pricom sa
Wazov Biod + ‘ ‘ : : = nepodarilo od seba odlisit’ novoslachtence SK 5407
) ) aSK 5451. Na zdklade ziskanych vysledkov
:: :321 :m T zSTMS analyz, je mozné konstatovat, ze
s N aplikované mikrosatelitné markery vykazuju
Vladan R vysoky polymorfizmus medzi sledovanymi
5K 5397 VR 1 genotypmi ja¢mena siateho. Uvedena technika je
Zxpres VK vhodna na identifikaciu a diferenciaciu
5K 5374 SR odrdod jacmena pricom na zaklade mikrosatelitov
5K 5le4 SVE je mozné vytvorit fylogeneticky strom a genotypy
Anos S 1] rozdelit’ do skupin.

Ei:g;:s :ii L1 DNA markery majt velky vyznam pri identifikacii
Jubilant R a diferencidcii genotypov obilnin vyuzitelné pre
Drbit VR nasledné MAS Slachtenie pre tvorbu
Kosan SVH homozygotneho materidlu s pozadovanymi génmi,
Zlatan SVE T pri kontrole &istoty, pravosti a stability genotypu
B %6 SR | Vzaujme zachovania znakov, ktoré nesie. Do
3 5104 sig | ——— _ popredia sa postupne dostdvaji DNA markery
;‘gagm o nachddzajice sa v kodujucich sekvencidch DNA
K-Umpakt s (EST markery), ktoré odrazaju genetickll diverzitu
Seanil 7 || a zaroven prejav exprimujucich sa génov.

<M 58 SVE{ ll] :
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