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Abstrakt

Cielom prace bolo identifikovat’ subor 24 genotypov jaCmena siateho s vyuzitim
mikrosatelitnych markerov a ur€it’ genetické vzt'ahy medzi nimi. Na zistenie geneticke;j
diverzity a vzajomné odliSenie genotypov jaémena bolo pouzitych piat mikrosatelitnych
markerov. Pat’ parov primerov amplifikovalo celkovo 37 rozdielnych alel s priemernym
poctom 7,4 alel na lokus. Pocet alel sa pohyboval v rozmedzi 3 az 11 alel na lokus.
Pomerne vysoky polymorfizmus bol stanoveny vypoctom indexu diverzity
a polymorfického informa¢ného obsahu. Hodnoty indexu diverzity sa pohybovali
v rozmedzi od 0,538 do 0,885 s priemernou hodnotou 0,754. Polymorficky informacny
obsah bol vrozmedzi od 0,483 do 0,883 spriemernou hodnotou 0,738.
Pravdepodobnost’ identity mala hodnoty od 0,006 do 0,266 s priemernou hodnotou
0,076. Najvyssia hodnota polymorfického informacného obsahu (0,883) bola zistena
Na zaklade velkosti mikrosatelitnych alel bol pomocou UPGMA algoritmu vypoctom
Diceovho koeficientu podobnosti zostrojeny dendrogram, v ktorom si naznacené
genetické vztahy medzi genotypmi. Klastrovou analyzou bolo 24 genotypov ja¢mena
zoskupenych do troch hlavnych klastrov dalej rozdelenych do menSich skupin.
Zhlukovou analyzou bolo mozné odliSit 14 z 24 genotypov ja¢mena. Pat dvojic
genotypov sa nam nepodarilo odliit, ¢o mohlo byt sposobené nizkym poctom
pouzitych mikrosatelitnych markerov. Na dostato¢né odliSenie vSetkych genotypov

je potrebné pouzit’ vacsi pocet mikrosatelitnych markerov.

KPucové slova: Hordeum vulgare L., mikrosatelity, polymorfizmus, geneticka diverzita



Abstract

The aim of study was to identify a set of 24 barley genotypes using microsatellite
markers and determine the genetic relationships between them. There were used five
microsatellite markers to detect the genetic diversity and differentiation of barley
genotypes. Five pairs of primers amplified a total of 37 different alleles with an average
of 7.4 alleles per locus. Number of alleles ranged from 3 to 11 alleles per locus.
A relatively high polymorphism was determined by calculating the index of diversity
and polymorphic information content. Diversity index values ranged from 0.538
t0 0.885 with a mean value of 0.754. Polymorphic information content ranged
from 0.483 to 0.883 with an average value of 0.738. Probability of identity value
was 0.006 to 0.266 with an average of 0.076. The highest value of polymorphic
information content (0.883) was found in locus Bmac0040 and the lowest value (0.483)
has been investigated in the locus Bmag0211. On the basis of microsatellite allele sizes
a dendrogram was constructed using the UPGMA algorithm with calculation of Dice’s
coefficient of similarity, which is indicated genetic relationships between genotypes.
Twentyfour barley genotypes were grouped by cluster analysis into three main clusters
which are subdivided into smaller groups. Cluster analysis allowed to distinguish
14 of 24 barley genotypes. Five pairs of genotypes we could not been distinguish what
might have been caused by the low number of microsatellite markers. It is necessary

to use a larger number of microsatellite markers to distinguish all genotypes.
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Zoznam skratiek a znacdiek

AFLP

bp

cDNA-SSR

cM

Dl
DNA
dNTP
EDTA

- Amplified fragment lenght polymorphism - dizkovy
polymorfizmus amplifikovanych fragmentov

- bazové pary

- mikrosatelity z kopiovej] DNA

- centimorgan

- index diverzity

- deoxyribonukleova kyselina

- deoxyribonukleozidtrifosfat

- kyselina etyléndiaminotetraoctova

EMBL databaza - databaza europskeho molekularno-biologického laboratéria

EST-SSR
PCR

pH

PI

PIC

QTL
RAPD

RFLP

SDS

SDS-PAGE

SNP
SSR
STR

STMS

Taqg DNA

polymeraza

- Expressed Sequence Tag-SSR - mikrosatelity z kodujtcej
sekvencie DNA

- Polymerase Chain Reaction - polymerazova retazova reakcia

- zéporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych ionov

- pravdepodobnost’ identity

- Polymorphic Information Content - polymorficky informacny
obsah

- Quantitative Trait Loci - lokus kvantitativnych znakov

- Random Amplified Polymorphic DNA — polymorfizmus ndhodne
zmnozenej] DNA

- Restriction Fragment Lenght Polymorphism — dizkovy
polymorfizmus restrikénych fragmentov

- dodecylsiran sodny

- polyakrylamidova gélova elektroforéza v prostredi SDS

- Single Nucleotide Polymorphism — jednonukleotidovy
polymorfizmus

- Simple Sequence Repeat - jednoduché opakované sekvencie

- Short Tandem Repeat — kratke tandemové opakovanie

- Sequence Tagged Microsatellite Sites — oznacené sekvencie
mikrosatelitnych miest

- termostabilny enzym potrebny k syntéze DNA pri PCR reakcii

ziskany z termofilnej baktérie Thermus aquaticus
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TBE

TE
TEMED
Tris

Tris-HCI

UPGMA

- timivy roztok (Tris-HCI, kyselina borita, EDTA)

- tlmivy roztok (Tris-HCI, EDTA)

- tetrametyletyléndiamin

- tlmivy roztok tris-(hydroxymetyl)-aminometan

- Tris-(hydroxymetyl)-aminometan-(2-amino-2-hydroxymetyl
propan-1,3-diol) okysleny kyselinou chlorovodikovou

- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean — metoda

aritmetického priemeru nevazenych parovych skupin



Uvod

Vo vicSine krajin sveta si obilniny povazované za zakladni potravinu
vyznaCujucu sa vybornou vyzivovou hodnotou, znaénym zastipenim vlakniny,
vitaminov a minerdlnych latok nevyhnutnych pre ludsky organizmus. Ja¢men
je obilnina zastupujica Stvrté miesto v celosvetovej produkcii obilnin, ktora
V poslednom obdobi popri krmovinarskom vyuziti nachadza uplatnenie ako potravina
vo vyzive l'udi. Dalej je vyznamnou surovinou na vyrobu jaémenného sladu a pre d’alsie
pivovarské spracovanie.

Doposial’ aplikované metody diferencidcie genotypov jaCmena zalozené
na morfologickych a neskdr bielkovinovych markeroch sa ukdzali ako nepostacujice,
preto sa do popredia dostali DNA analyzy. Na identifikdciu a vzdjomné odliSenie
genotypov rastlin, nielen medzi druhmi, ale aj wvnutri toho istého druhu,
st najvhodnej$imi markermi molekularne markery sledujuce polymorfizmus na Grovni
DNA. Tieto markery (DNA markery) vyznacujiice sa nezavislostou od podmienok
pestovatel'ského prostredia a vyvojového S§tadia rastliny su vyuzitelné v Studiach
genetickej roznorodosti a pri mapovani genomu.

Je potrebné, aby metdody zalozené na DNA markeroch preukézali schopnost
dobrého odliSenia genotypov a aby boli analyzy jednoznaéné, rychle a dostupné. Tymto
poziadavkdm V pripade ja¢mena najviac vyhovuji mikrosatelitné markery, pomocou
ktorych stt v STMS technike sledované jednoduché opakujice sa sekvencie.

Uvedené mikrosatelitné markery su vd'aka mnohym vlastnostiam 1idealneho
markera najCastejSie vyuzivané na identifikaciu a diferencidciu genotypov obilnin
vratane jaCmena, ale aj inych rastlinnych druhov. Uplatnia sa pri hodnoteni geneticke;j
diverzity rastlin, pri vybere genetickych zdrojov pre S§lachtenie novych genotypov
s vylepSenymi vlastnostami, ako aj pri urCovani odliSnosti a stalosti registrovanych

odrdod.



1 Prehlad o sucasnom stave rieSenej problematiky

1.1 Jacmen siaty (Hordeum vulgare L.)

1.1.1 Geneticka charakteristika ja¢mena

Vsetky jatmene disponuju 7 parmi chromozémov (2n = 2X = 14 chromozémov),
vratane kultirnych aj divych druhov. Spomedzi 7 relativne velkych a dobre
rozlisiteI'nych parov chromozémov dva pary maju satelity s rozlicnou velkostou a treti
chromozémovy par sa vyznacuje slu¢kovanim. Pri niektorych druhoch boli pozorované
aj skupiny s haploidnym a triploidnym pocétom chromozomov. V §pi¢kach korenov
druhu Hordeum vulgare bol zisteny haploidny pocéet chromozémov vo velkom
percentualnom zastipeni. Ojedinele sa vyskytuju aj haploidné rastliny, ako aj triploidné
a tetraploidné ja¢mene. V porovni s diploidnymi jacmenimi st haploidné jedince mensie,
maju uzsie listy a su sterilné. Tetraploidné jacmene maju kratSie a silnejSie steblo, dlhSie
listy s va¢simi prieduchmi, silnejSie korene a vécsie zrna ako diploidy, ale nizsi pocet
zin v klase, preto vykazuju nizsiu urodnost’ (Hraska et al., 1989).

Velkost genomu jaémena (Hordeum vulgare L.) je priblizne 5,3 x 10° bp
(Li et al., 2003).

Pri jaémeni a pSenici ako u pribuznych druhov bola zistend kolinearita génovych
lokusov na siedmich chromozdémoch, preto st ich chromozémy oznacované rovnako.
Pre chromozomy ja¢mena sa pouZiva oznacenie 1H aZ 7H, kratke rameno sa oznacuje

pismenom S (short) a dlhé L (long) (Chloupek, 2000).

1.1.2 Botanicka charakteristika jaCmena

Z botanického hrladiska patri jaémen (Hordeum) medzi jednokli¢nolistové -
Liliopsida a do ¢el’'ade lipnicovitych - Poaceae. (Molnarova et al., 2007).

Ja¢men (Hordeum) je jednoro¢nou rastlinou a vyznamnou samoopelivou obilninou
mierneho klimatického pasma. (Molnéarova et al., 2007; Chloupek, 2000).

Rod Hordeum zahfnia kultivované a divé druhy, zktorych ma pre Slachtenie
najvacsi vyznam ja¢men siaty (Hordeum vulgare L.) vyskytujuci sa v dvoch formach —
jarnej aozimnej. Podla poctu plodnych klaskov mozno jacmen siaty rozdelit

na tri poddruhy (Hraska et al., 1989):

10



Hordeum vulgare L. subsp. vulgare — jaémen siaty pravy, ktory ma vsetky
tri klasky rodivé, vytvara Sestradové (subsp. hexastichon) alebo Stvorradové (subsp.
tetrastichon) ja¢mene,

Hordeum distichon L. — jaémen dvojradovy majtci len jeden klasok rodivy,
oba krajné st nerodivé,

Hordeum intermedium — ma vyvinuté 1-3 rodivé klasky.

Podl'a Terzi et al. (2001) bol rod Hordeum na zaklade krizitenosti rozdeleny
do troch genofondov. Do primarneho genofondu boli zaradené moderné variety
kultivovaného jaémena, H. vulgare ssp. vulgare a H. vulgare ssp. spontaneum. Dobru
krizitel'nost’ tychto rastlin dokazuje Slachtenie na prenos rezistencie na choroby
z divokého ja¢mena na vyslachteny jacmen. Sekundarny genofond je tvoreny druhom
H. bulbosum ado terciarneho genofondu patria vSetky ostatné druhy Hordeum

nekrizitené s H. vulgare.

1.1.3 Historia pestovania ja¢mena

Jaémen je najstarSiou obilninou pestovanou na potravinarske ucely uz 16 tisic
rokov pred Kristom v Egypte. Za predchodcu dnesnych odrdd rodu Hordeum
je povazovany dvojradovy divy ja¢men, H. spontaneum (Chloupek, 2000).

Jaémen sa do Eurépy dostal z prednej Azie a prva zmienka o jeho pestovani
na nasom dnesnom uzemi je z roku 1227. So §l'achtenim ja¢mena sa zacalo v 70. rokoch
19. storocia (Molndrova et al., 2007).

Hlavnym cielom Slachtenia ja¢mena je dosiahnutie vySSej kvality
pri sladovnickych odrodach a zvySenie adaptability, ktora sa prejavuje odolnostou
k poliehaniu, k vypadavaniu zin ak chorobam. Velky vyznam ma S§lachtenie
na odolnost’ proti listovym chorobam, ako su hrdza ja¢menov4, mucnatka travova,
pruzkovitost’, hnedd Skvrnitost’ a prasna snet’ jacmena (HraSka et al., 1989; Chloupek,
2000).

Vyznamnou odrodou vyznacujicou sa vysSou odolnost’ou k chorobam, poliehaniu
a lamavosti stebla, s vy$8§im poctom klasov a kratsim steblom je odroda Diamant,

ktora bola v roku 1965 vyslachtena mutagenézou (Chloupek, 2000).
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1.14 Vyuzitie jamena

Z hladiska svetovej produkcie je jaCmen na 4. mieste za pSenicou, ryzou
a kukuricou, kym na Slovensku je po pSenici najpestovanejSou obilninou.

Ja¢men sa Vv krajinach svojho povodu vyuzival k vyzive l'udi a ako lie¢iva rastlina
pre svoje antiseptické a protizapalové ucinky. Zrmo ja¢mena sa aj dnes vyuziva
v 'udskej vyzive, ale hlavné vyuzitie méa ako krmivo a zna¢né mnozstvo je aj surovinou
pre vyrobu sladu. Na potravindrske ucely st najvhodnejsie bezplevnaté formy ja¢mena
na produkciu cerealnych vyrobkov, ktoré vplyvaji na znizenie hladiny cholesterolu
Vv krvi vd’aka vysokému obsahu beta glukanov (Candrakova et al., 2000).

JaCmen ako zdroj vitaminov skupiny B, minerdlnych latok (Zeleza), bielkovin
aenzymov (peptiddz) ma vyuzitie vo farmaceutickom priemysle. Vyuzitelny je tiez
pri vyrobe Skrobu ako nahrady celulézy v papierenskom a textilnom priemysle

a je vhodny na vyrobu etanolu (Candrakova et al., 2000).

1.2 Genetické markery

Geneticky marker je gén alebo usek na chromozome, ktorého umiestnenie
na chromozdéme je zname a pouziva sa ako orientacny bod v mapovani novych mutécii,
na identifikaciu a dokaz genotypov rastlin, odhal'uje gendém rastliny (Rosypal et al.,
2001). Gén pouzity ako marker sa vyrazne prejavuje vo fenotype a pouziva sa
ako sonda na znacenie jadra, chromozému alebo lokusu (Semagn et al., 2006).

Geneticky marker musi vykazovat polymorfizmus, ktory je podla
Kumara et al. (2009) definovany ako paralelny vyskyt znaku v rovnakej populécii
dvoch alebo viacerych odlisnych genotypov.

Polymorfizmus genetickych markerov je mozné detegovat’ na troch urovniach
(Chavla, 2004; Semagn et al., 2006):

a) na fenotypovej tirovni na zaklade vizualne hodnotitenych znakov (morfologické
markery),

b) na zaklade odlisnosti proteinov ako génovych produktov (biochemické
markery),

C) na zaklade rozdielov v nukleotidovej sekvencii DNA (molekularne markery).

12



Podrla Greganovej (2005) mozno rozdelit’ genetické markery na:
e kvalitativne genetické markery — diskrétne, mendelisticky dedené,
e kvantitativne genetické markery (QTL) — markeruji znaky kodované vacsim
poctom génov.

Andersen a Liibberstedt (2003) uvadzaju, Ze genetické markery boli spociatku
pouzivané v genetickom mapovani na urCenie poradia génov na chromozoémoch.
Odroku 1913, kedy bola skonStruovana prva genetickda mapa Alfredom
H. Sturtevantom, sa postupne vyvinuli genetické markery — morfologické, bielkovinové
a nasledne DNA markery. V sucasnosti sa genetické markery uplatiuja
pri charakteristike gendému, pri izolacii génov, pri zabudovani priaznivych alel
a pri ochrane odrod.

Morfologické markery predstavuji vizualne hodnotitelné kvalitativne znaky,
ktoré su silne ovplyvnené prostredim (Chavla, 2004). Ich nevyhodou je obmedzenost’
vV poCte amoznost ovplyvnenia inych morfologickych markerov alebo znakov
(Andersen a Liibberstedt, 2003).

Morfologické markery nie st vhodné na porovnédvanie genotypov ziskanych
v odlisnych rokoch alebo zréznych miest v dosledku rézneho stupna interakcie
genotypu s prostredim (Chavla, 2004).

Idedlny molekularny marker by mal vyhovovat nasledujicim poziadavkam
(Chavla, 2004; Agarwal et al., 2008; Kumar et al., 2009):

e vysoky stupeni polymorfizmu,

e kodominantna dedi¢nost’,

e (Casty vyskyt v genome a rovnomerné rozlozenie po celom gendéme,
e poskytovat’ dostatocné rozliSenie genetickych rozdielov,

e moznost’ sledovania vo vSetkych fazach rastu,

e stabilita v réznych vonkajSich podmienkach,

e vyzadovat malé mnoZzstvo vzorky DNA,

e jednoznacnost’ a presnost’ stanovenia,

e Vvysoka reprodukovatelnost,

e Tahk4, rychla dostupnost’,

e cenovo nenaro¢né stanovenie.

13



1.3 DNA ako molekularny marker

Molekularne markery st nukleotidové sekvencie povazované za vyznamné body
VvV genome, aj ked” obycajne nemaju ziadny biologicky efekt. Su to 'ahko detegovatel'né
DNA sekvencie, ktoré sa nachadzaju na Specifickych miestach gendmu a su prenasané
mendelovskymi pravidlami dedicnosti z jednej generdcie do d’alSej (Semagn et al.,
2006).

Molekularne markery mozu ale nemusia suvisiet’ s fenotypovou expresiou znakov
(Agarwal et al., 2008).

Na rozdiel od bielkovinovych markerov (zasobné bielkoviny, izoenzymy)
zavislych len na expresii kodujucich sekvencii gendomu, molekularne markery
odhal'ujice polymorfizmus v sekvencii DNA sleduji polymorfizmus aj na kodujacich
sekvenciach - exonoch, aj na nekddujucich sekvencidch DNA - intronoch (Greganova,
2005).

Vyhodou DNA markerov oproti finanéne nenaroénym a l'ahko aplikovatel'nym
morfologickym markerom (Collard et al., 2005) aj oproti niektorym izoenzymovym
markerom je, ze su pritomné v gendéme v takmer neobmedzenom mnozstve, nie su
ovplyvnené agronomicko-ekologickymi podmienkami pestovatel'ského prostredia
a st nezavislé aj od vyvinového Stadia rastliny. DNA markery umoZziuja identifikovat’
genotyp rastlin uZ vo vel'mi skorom vyvinovom $tadiu rastliny, pricom na DNA analyzy
je potrebné pomerne malé mnozstvo DNA (Greganova, 2005).
markery s zvycajne ulozené v nekodujiicej Casti DNA a pouzivaji sa na identifikaciu
genotypov rastlin, v Slachteni rastlin na stanovenie genetickej r6znorodosti
medzi genotypmi a na konstrukciu genetickych map réznych druhov plodin (Collard
et al., 2005).

Tandemovo sa opakujice DNA sekvencie si vSadepritomné v gendéme vysSich
rastlin. Chambers a MacAvoy (2000) uvadzaju podl'a dizky opakujucich sa jednotiek
nasledovné rozdelenie tandemovych repeticii:

e satelity — mnohokrat opakované tuseky pozostavajuce zo 100 az 300
opakovanych nukleotidov, dlhé 10° az 10" nukleotidov,
e minisatelity — stredne opakované useky zlozené z 10 az 100 opakujucich sa

nukleotidov, s dizkou zoskupeni 10? az 10° nukleotidov,
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e mikrosatelity — kratke useky 2 az 10 opakujucich sa nukleotidov, ktoré maju
dizku 10° nukleotidov,
e mononukleotidy — sekvencie jednonukleotidovych opakovani P'ubovolnej dizky.
Mikrosatelity st zname aj ako kratke tandemové opakovania (Short Tandem
Repeats, STRs), jednoduché opakujuce sa sekvencie (Simple Sequence repeats, SSRs)
alebo jednoducha sekvencia v S$truktire mikrosatelitu (Semagn et al., 2006).
Predstavuju monotdnne opakovania velmi kratkych nukleotidovych motivov s dizkou
len niekol'ko bazovych parov (1 - 5 bp) (Agarwal et al., 2008). Repetitivny motiv
je najCastejSie tvoreny dvoma tandemovo sa opakujucimi nukleotidmi, ale casto
sa vyskytuju aj tri- alebo tetranukleotidové opakovania (Semagn et al., 2006).
Mikrosatelity je mozné podla Webera (1990) rozdelit’ na dokonalé (perfect),
nedokonalé (imperfect) a zlozené (compound) mikrosatelity. Dokonalé mikrosatelity
predstavuju jeden suvisly opakovany motiv, napr. (AC)yo, zatial' ¢o pri nedokonalych
mikrosatelitoch  je  zadkladny motiv  preruSeny niekol’kymi  nukleotidmi,
napr. (CT)14GA(AC)s. Zlozené mikrosatelity st tvorené niekolkymi sekvenénymi
motivmi, napr. (AT)12(AC)1s. Chambers a MacAvoy (2000) neskor rozsirili rozdelenie

mikrosatelitov na Sest’ tried (Tab. 1) (Greganova, 2005).

Tab. 1
Sest’ tried mikrosatelitov (Chambers a MacAvoy, 2000)

Trieda Class Sekvencia
Dokonaly Pure -(AC),0-
PrerusSovany dokonaly Interrupted pure -(TA)-(CA)4-TA-(CA)6-
Zlozeny Compound -(AT)12-(AC)s-

PreruSovany zloZzeny Interrupted compound | -(AC)14-AG-AA-(AG)1,-
«(TTTC)3.4-(T)e-(CT)o-1-
(CYKY),-CTCC-(TTCC)24

Komplexny Complex

Alela s preruSenim vo vnutri
PrerusSovany komplexny |  Interrupted complex . .
repetitivnej jednotky

Polymorfizmus na trovni DNA je mozné delit’ na dve skupiny:
1. bodovy polymorfizmus - najcastejSie je sposobeny mutaciou nukleotidu v sekvencii

DNA, t. j. substiticiou alebo deléciou nukleotidu pocas Stiepenia restrikénymi
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endonukledzami, ktord je pozorovand v RFLP technike pri $tadiu dizkového
polymorfizmu restrikénych fragmentov,

2. polymorfizmus v pocte tandemovych repeticii (VNTR - Variable Number
of Tandem Repeats) — polymorfné sekvencie s rozdelené do viacerych skupin podla
poétu kopii a dizky repetitivneho motivu (Gregaiova, 2005).

Typy molekuldrnych markerov, vyuzivané pri hodnoteni DNA polymorfizmu,
sapodla spdsobu analyzy delia na hybridizacné markery a markery zalozené
na polymerazovej retazovej reakcii. V prvom pripade si DNA profily vizualizované
hybridizaciou enzymom Stiepenej DNA so znacenou probou, ktorou je usek DNA
znamej sekvencie. Markery zalozené na PCR reakcii vyzaduju in vitro amplifikaciu
vybranej DNA sekvencie alebo lokusu pomocou Specifickych alebo nihodnych
primerov za pritomnosti termostabilnej DNA polymerazy (Kumar et al., 2009).
Amplifikacné techniky vyuzivaji ndhodné primery, polonahodné primery, Specifické

primery alebo viacero druhov primerov kombinovane (Tab. 2).

Tab. 2
Prehlad technik detekcie DNA polymorfizmu (Greganova, 2005)

Techniky detekcie DNA polymorfizmu

1. hybridizacné — zalozené RFLP (Restriction Fragment Lenght
na principe hybridizacie DNA Polymorphism)

2. amplifikacné - zaloZené
na principe PCR reakcie

a, nahodné primery RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA)
b, polondhodné primery AFLP (Amplified Fragment Lenght

Polymorphism)
¢, Specifické primery STS (Sequence Tagged Sites)
EST-SSR (Expressed Sequence Tag-SSR)

STMS (Sequence Tagged Microsatellite
Sites)

d, kombinacia r6znych primerov | SAMPL (Selective Amplification
of Microsatellite Polymorphic Loci)

3. amplifika¢no-hybridizacné — RAMPO (Random Amplified Microsatellite
kombinacia dvoch predoslych Polymorphism)
technik
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Analyzy na tUrovni DNA st najefektivnejSimi metdédami na identifikdciu
genotypov rastlin, ktoré umoznuju verifikaciu semien, pravnu ochranu sl'achtitelov
arozliSenie genotypov. Naj€astejSie vyuzivanymi metdédami pri DNA analyzach rastlin
su techniky RFLP, AFLP, RAPD a SSR (Polékova et al., 2001). Technika RFLP bola
ako prvd z DNA technik pouzitd na Stadium genetickej diverzity jaémena na Grovni
DNA. Tato technika bola nahradend metédou RAPD aneskor sa objavila AFLP
technika, pomocou ktorej je mozna detekcia 100 az 200 fragmentov sucasne a vykazuje
vysoky potencial pre automatizaciu (Graner et al., 2003; Agarwal et al., 2008).

Genetickt diverzitu jaémena je mozné zistit pomocou mnozstva molekularnych
markerov, zktorych na analyzy genetickej diverzity su najcastejSie pouzivané
mikrosatelity (odvodené od gendmovej DNA) alebo jednoduché opakované sekvencie
(SSRs) (Guasmi et al., 2008). Mikrosatelitné markery predstavuji vysoky stupen inter-
a intraspecifického polymorfizmu, preto poskytuji dobré rozliSenie jednotlivych
genotypov rastlin (Semagn et al., 20006).

V tabul’ke 3 si uvedené najdoleZitejSie charakteristiky DNA markerovych

systémov, ich vyhody a nevyhody v porovnani s bielkovinovymi markermi.

Tab. 3
Vybrané znaky najcéastejSie pouzivanych markerovych systémov v Stidiach

genetickej diverzity jamena (Graner et al., 2003)

pocet lokusov 2-3 >1000 velmi velmi >500
vysoky vysoky
. vel'mi , , , vel'mi
polymorfizmus vysoky obmedzeny | obmedzeny vysoky vysoky
reiay oénov kodomi- kodomi- domi- domi- kodomi-
prejav e nantny nantny nantny nantny nantny
. , vel'mi . vel'mi vel'mi .
XL e obmedzené vysoke vysoké vysoké vysoke
pocet lokusov 1 az 1 az
potrreé)zng(;:rh na 2-3 niekol'ko 1-10 50-100 niekol’ko
reptrglgnuoig,va- vysoka vysoka nizka priemerna | vysoka
detekcia
vysokého nie nie nie ano ano
vykonu
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Amplifika¢né techniky zalozené na PCR v porovnani s hybridizacnymi metoédami
maju tieto vyhody:

e potreba malého mnozstva DNA templatu,

e schopnost’ namnozenia DNA sekvencie zo skladovanych pletiv,

e moznost’ detekcie kvalitativnych aj kvantitativnych znakov,

e vysoky stupeit polymorfizmu, C¢o umoznuje vytvorit velké mnozstvo
genetickych markerov za kratky Cas,

e climinacia radioizotopov pri vidéSine technik (Lietal., 2003; Semagn
et al., 2006).

1.4 Amplifika¢né techniky detekcie DNA polymorfizmu

1.41 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Polymerazova ret'azova reakcia (Polymerase Chain Reaction) je metoda sluziaca
na vel'mi U¢inné zmnozZenie vybraného useku DNA za podmienok in vitro, pricom
vyuziva Specificki termostabilni DNA polymerdazu a d’alSie zlozky, ktoré
st nevyhnutné pre priebeh reakcie (Turna et al., 2004).

Metoda PCR bola vyvinutd vedcom Karym Mullisom a d’alSimi vyskumnikmi
zo spoloc¢nosti Cetus  Corporation v USA  vrokoch 1985-1986 po objaveni
termostabilného enzymu Taq DNA polymerazy (Chavla, 2004) a od toho obdobia zacal
rozvoj amplifika¢nych technik.

Polymerazova retazova reakcia sa uskuto¢nuje V troch cyklicky sa opakujucich
krokoch, ktorymi su denaturacia, anelacia a polymerizacia. Primery po rozpleteni DNA
vlakien sa naviazu na komplementarne miesta na cielovej sekvencii DNA. Primery
predstavuju sekvencie nukleotidov uréené ku znamym sekvenciam DNA, ale mézu to
byt' aj nahodne nasyntetizované kratke useky DNA. Samotnéd syntéza druhého vlakna
vybraného useku DNA sa uskutociiuje predlzovanim primerov prostrednictvom
naviazania prisluSnych deoxynukleozidtrifosfatov na primery (Turfa et al., 2004;
Greganova, 2005). V kazdom nasledujucom cykle sluzi novosyntetizované vlakno DNA
ako templat pre dalsiu syntézu DNA vlakna (Walker a Rapley, 2000). Cely
amplifikacny proces prebieha Vv termocykleri, ktory je schopny rychlo menit

prednastavené teploty za vel'mi kratky Casovy interval (Greganova, 2005).
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Zmnozenie DNA metédou PCR (Obr. 1) zahna tri zakladné kroky (Ferencik et al.,
2000; Chavla, 2004) :
1. denaturicia - rozdelenie dvojvlaknového DNA templatu na jednotlivé vldkna
zohriatim na 90 - 96 °C,
2. anelacia - naviazanie oligonukleotidovych primerov na oddelené vldkna
templatovej DNA pri teplote 36 - 70 °C,
3. polymerizécia - syntéza nového vlakna DNA pri teplote 72 °C.

5 3
= Cielfova
=4 [ sekvencia
31 , . 5:
a
€ Denaturida £ 4
90-96°C
3 15’
@ Naviazanie primerov 1 1
37-70°C . g
Piie 1. cyklus
& -
©® Syntézanového 1 l
vlakna DNA =
72 °C

~ 2. cvklus

r  3.cvklus

7 A AN

Obr. 1
Polymerazova ret’azova reakcia

(http://www.pseudomonas-syringae.org/images/PCR.gif)

Uvedené tri kroky sa cyklicky opakuja 25 az 40 krat. Kazdym amplifikaénym

cyklom je teoreticky zdvojnasobené mnozstvo cielovych tsekov DNA molekul,

19



vysledkom coho je exponencidlny narast PCR produktu (Chavla, 2004). Vysledny pocet
kopii vybran¢ho useku DNA je preto 2n, pricom n znaci pocet cyklov (Greganova,
2005). Efektivita zmnozenia je vSak prakticky nizsia ako 100 % v ddsledku zoslabene;j
aktivity DNA polymerazy, slabého naviazania primerov a nedokonalej denaturacie
DNA templatov v pokrocilych cykloch reakcie (Chavla, 2004).

Takto zmnozend DNA sa elektroforeticky deli v agar6zovom géli a nasledne
sa deteguje pod UV lampou alebo autoradiograficky podl'a pouzitého znacenia primerov
(fluorescencné alebo radioaktivne znacenie). V pripade -elektroforetického delenia
Vv polyakrylamidovych géloch (PAGE) su fragmenty DNA detegované po farbeni
striebrom (Turna et al., 2004; Greganova, 2005).

Pre uskutocnenie PCR reakcie su potrebné (Turiia et al., 2004):
e templatova DNA,
e 1-2 oligonukleotidové primery,
e volné nukleotidy dANTP,
e termostabilnd Taq DNA polymeraza,
e tlmivy roztok,

2+ ., <. .
e MQg" i16ny, deionizovana voda.

Je potrebnd znalost’ koncovych usekov cielovej sekvencie DNA na navrhnutie
oligonukleotidovych primerov Specifickych k tymto koncovym usekom sekvencie
DNA. Primery, ktorymi je ohranieny fragment DNA, musia spliat niekolko
poziadaviek (Chavla, 2004):

a) optimalna dizka primerov je 16-24 nukleotidov, ktora zachovava Specifitu
primeru k vybranej sekvencii DNA a zabezpeci vhodné parovanie baz pre tvorbu
stabilného duplexu,

b) primery spodobnou anelacnou teplotou, ktori je mozné empiricky urcit
z celkového obsahu G+C primerov (najcastejsie 45-55 %),

C) vzajomna nekomplementarita primerovych parov.

Chavla (2004) uvadza nevyhnutnost’ pritomnosti Mg2+ kationov na zachovanie pH,
ked’Ze inkubaciou pri teplote 72°C dochadza k poklesu pH reakcie. Walker a Rapley
(2000) tiez oznacuju Mg®* iony ako kriticka zlozku PCR reakcie, pretoze ovplyviiuji
enzym atym aj naviazanie primeru na DNA templat a efektivne zabudovanie dNTP

do nového vlakna DNA.
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1.4.2 STMS technika

STMS technika (Sequence-tagged microsatellite sites) bola prvykrat popisana
Beckmannom a Sollerom (1990) ako technika vyuzivajica mikrosatelity na zistenie
DNA polymorfizmu. Detekcia DNA polymorfizmu sa uskutoiiuje pomocou
PCR reakcie Vv jednotlivych lokusoch, pocas ktorej sti mikrosatelity ohrani¢ené lokus-
Specifickymi primermi z oboch stran.

STMS markery st opakované oblasti pozostavajuce z 2 az 4 alebo aj viacerych
opakujucich sa nukleotidovych sekvencii. Polymorfizmus tychto markerov
je nasledkom zmeny poctu opakujtcej sa jednotky (Archana a Jawali, 2007).

Pomocou rozdielnych STMS markerov je moZné ziskat' v Specifickych

individualnych lokusoch mikrosatelity roznej dizky (Obr. 2).

5 3 [ primer

B opakovana sekvencia
3 LITTTTT 5"  <—» amplifikovany usek
Obr. 2
Princip STMS techniky (Greganova, 2005)

v

Dizkovy polymorfizmus detekovatelny gélovou elektroforézou je vysledkom
variacii v poéte opakovanych jednotiek mikrosatelitov. Za hlavny dovod toho
je povazovany posun polymerazy pocas replikacie DNA a nespravne parovanie
posunutého vlakna (Kumar et al., 2009).

Vytvorenie STMS markerov je jednym z prvych krokov STMS techniky, ¢o je
finan¢ne aj laboratdrne ndro¢né, pretoze vyzaduje klonovanie a sekvenovanie. Ked st
uz lokus-Specifické primery vytvorené, technika je pristupnd a efektivna (Gupta
a Varshney, 2000). Rozdiely v dizke amplifikovanych fragmentov bez pouzitia
radioizotopov je mozné detegovat v polyakrylamidovom géli farbenom striebrom,
pomocou fluorescencne znacenych primerov alebo automatickym DNA sekvendtorom
s laserovou detekciou (Agarwal et al., 2008).

Mikrosatelity st Siroko vyuZivané molekularne markery, kedZe maji vela
ziaducich vlastnosti markera: vysoky stupen polymorfizmu, Casty vyskyt v gendme

eukaryotov a rovnomerné rozSirenie po celom gendme, vysoka lokus-Specifita,
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kodominancia, jednoznacné stanovenie alel a vysokd reprodukovatelnost’ (Archana
a Jawali, 2007).

SSR (Simple sequence repeat) markery vdaka svojej multialelickej
a kodominantnej povahe umoziuju dobré rozliSenie genotypov rastlin. Jednotlivé
SSR markery mézu byt z hl'adiska ich kvality pre genetické Stadie odliSné, pricom
samoézu lisit amplifikdciou jednotlivého alebo hromadného lokusu, kvalitou
amplifikovaného produktu a mézu mat’ nizsi informacny obsah (Varshney et al., 2008).

V doésledku vysokého stupiia polymorfizmu su mikrosatelity vel'mi informativne
markery, vyuzitelné pre populacno-genetické §tidie na trovni jedinca a pribuznych
druhov. Kvoli vysokému stupiitu mutdcii su ale nevhodné pre Stidie na vyssich
taxonomickych trovniach (Kumar et al., 2009).

Kraic (2005) povazuje mikrosatelity za optimalne markery, ktoré ndjdu uplatnenie
pri rozliSovani genotypov a v populaénych stadiach, dalej pri lokalizacii génov,
urcovani genetickych vizieb a pri fyzikdlnom mapovani.

Jednoduché opakované sekvencie aj Chavla (2004) oznacuje ako vhodné DNA
markery pre genetické mapovanie a populacné Stadie, ked’ze su vo velkom mnozstve
zastipené v genome eukaryotov. Toto poukazuje na vysoky stupen genetickej
roznorodosti zaloZenej na rozdielnom pocte tandemovo sa opakujucich jednotiek
v lokuse.

Mikrosatelitné markery odvodené od gendémovych kniznic moézu patrit
bud’ k prepisovanym tusekom alebo k netranskribovanym usekom genéomu a malokedy
poskytuju informéciu o ich funkcii. Mikrosatelitné sekvencie su zvlast vhodné
na rozliSenie vel'mi blizkych genotypov (Kumar et al., 2009).

Podl'a Varshneya et al. (2005) st génovo zalozené mikrosatelity (EST-SSR) menej
uc¢inné pre rozliSenie blizkych pribuznych genotypov, pretoze v porovnani
s gendomovymi SSRs vykazuju niz$i stupen polymorfizmu. Na druhej strane EST-SSR
pritomné v exprimovanych tsekoch gendmu st rychlo ziskané elektronickym triedenim

a su prenosné na vzdialené pribuzné druhy.
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1.5 Mikrosatelitné analyzy pri jaémeni

Autori prehl'adali databazu 228 DNA sekvencii jamena za ucelom zistenia, ktory
mikrosatelitny motiv prevldda pri jacmeni. Bolo ndjdenych spolu 115 mikrosatelitov
aboli objavené skoro vsetky typy SSR. Mononukleotidové opakovania (A), a (T),
sa Vv genéme ja¢mena vyskytovali CastejSie ako mikrosatelity (C), a (G), pre n > 10,
kym spomedzi dinukleotidovych sekvencii sa (CG), vyskytovali najzriedkavejsie.
Trinukleotidové opakovania sa nevyskytovali vo va¢Som pocte opakovani ako sedem.
Pouzitim 15 rdéznych mikrosatelitov sa pri 11 genotypoch jacmena ziskalo 2 az 6 alel,
pricom ich priemerny pocet bol 2,1 alely na mikrosatelit. Nezistil sa Statisticky
vyznamny vztah medzi poétom repeticii a mierou polymorfizmu (Becker a Heun,
1995).

Na odliSenie 24 genotypov jacmena bolo pouzitych 11 mikrosatelitnych markerov.
Bola dokazana schopnost’ mikrosatelitov odlisit’ vSetky sledované genotypy ja¢mena
uz pomocou 4 mikrosatelitnych markerov, priCom genotypy ja¢menia mali rovnaky
rodokmeni a pravdepodobnost’ identickych genotypov bola mensia ako 1/1000 (Russell
etal., 1997).

Pillen et al. (2000) vytvorili 39 novych mikrosatelitnych markerov jaémena
pouzitim EMBL DNA sekven¢nych databaz. Novovytvorené EMBL mikrosatelity boli
lokalizované na chromozomoch ja¢mena pouzitim PCR skriningu zo pSeni¢nych
ajacmennych linii. Analyzy dokéazali ndhodnu distribuciu mikrosatelitov v gendme
jatmena. Pouzitim 22 EMBL mikrosatelitov bola urcend genetickd podobnost
28 nemeckych genotypov jaémeiia advoch divych genotypov ja¢mena. Jednotlivé
genotypy jaémena jarnej a ozimnej formy boli rozdelené do klastrov pomocou UPGMA
algoritmu. Skupina jarnych jaCmenov sa javila ako homoldgna, kym ozimné genotypy
jatmena boli rozdelené do 3 podskupin. Priemerna hodnota polymorfického
informa¢ného obsahu vypocitana pre 30 genotypov jacmena bola 0,38.

Macaulay et al. (2001) vytvorili anasledne otestovali 48 mikrosatelitnych
markerov pre Studium genetickej diverzity jacmenia. Markery boli vytvorené s oh'adom
na viaceré kritéria, ako je vysoky polymorficky informacny obsah, detekcia na jednom
lokuse, produkty amplifikacie vysokej kvality a distribucia po celom gendéme.

Poldkova et al. (2001) pomocou 14 mikrosatelitnych markerov detegovali
geneticky polymorfizmus v 22 genotypoch jaémetia, ktoré boli pestované v Ceskej

republike. Index diverzity mal pri jednotlivych markeroch hodnotu od 0,368 do 2,413.
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Najviac polymorfickych produktov bolo amplifikovanych pomocou markera HVM40,
ktory identifikoval 11 rozdielnych alel. Tento mikrosatelitny marker bol schopny
rozlisit' vSetky analyzované genotypy, ako aj 2 jarné sladovnicke genotypy jac¢mena
srovnakym genetickym pozadim. Zisteny mikrosatelitny polymorfizmus je vhodny
na diferencidciu genotypov. Pomocou mikrosatelitnych analyz sa oddelili jarné
genotypy ja¢mena od ozimnych genotypov jaCmena, pricom najstar$i jarny sladovnicky
genotyp - Proskovcuv Hanacky, vyslachteny na konci 19. storo¢ia, bol tuplne
separovany od novych genotypov sladovnickeho ja¢mena.

Holton et al. (2002) skumali pritomnost a zastipenie dinukleotidovych
a trinukleotidovych mikrosatelitnych markerov (SSR) v medzinarodnej databaze.
Analyzou 24344 EST sekvencii identifikovali 388 dinukleotidovych repeticii
a 978 trinukleotidovych repeticii v ESTs sekvenciach, ktoré predstavovali 1,6 %
dinukleotidovych repeticii a 4,0 % trinukleotidovych repeticii z celkového poétu ESTs.
Styridsatjeden ja¢mennych SSR markerov bolo navrhnutych na testovanie efektivnosti
vyuzitia a schopnosti prenosu EST-SSR markerov medzi jednotlivymi druhmi rastlin.
Tymito jaémennymi SSR markermi bolo testovanych 11 genotypov jac¢mena
a 15 genotypov pSenice, priCom Sestnast jaCmennych SSR markerov vykazovalo
polymorfizmus pre jacmen a pat’ bolo polymorfickych pre pSenicu. Tieto vysledky
poukazuji na relativne vysoky stupeii schopnosti prenosu SSR markerov
medzi jameniom a pSenicou, ¢o ma doleziti Glohu pre vyvoj novych markerov
aporovnavacie mapovanie jacmena, pSenice a ostatnych obilnin. V niektorych
genotypoch jacmena a pSenice bolo taktiez testovanych 56 SSRs markerov
zo pSeni¢nych ESTs, z ktorych S$tyri pSeni¢éné EST-SSR markery boli polymorfické
pre pSenicu a jeden pre genotyp jaémena.

Cielom S$tadie Baeka et al. (2003) bolo zistit' ekologicko-genetickll diverzitu
mikrosatelitnych markerov v divokych genotypoch ja¢mena (Hordeum spontaneum).
Pomocou 18 mikrosatelitnych markerov analyzovali 306 genotypov ja¢mena, ktoré
pochadzali zo 16 populacii pestovanych v Jordansku av lzraeli. Celkovo bolo
ziskanych 249 alel, pricom pocet alel na lokus bol od 3 do 29 s priemerom 13,8 alel
na lokus. Preukazal sa pomerne vysoky pomer polymorfizmu lokusu na populaciu,
ktory mal hodnoty od 0,83 do 1,00, spriemerom 0,91. Geneticka diverzita mala
hodnoty od 0,38 do 0,651 s priemerom 0,512. Spomedzi 280 detegovanych alel bolo
138 alel (49,3 %) unikatnych. V Jordansku bolo az 43,0 % alel unikatnych, kym

V Izraeli len 17,9 % alel, ¢o potvrdilo, ze Jordansko je dolezitym centrom diverzity
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jacmena divého. Bola zistena vysSia genetickd diverzita v populdciach pochadzajicich
Z Golanskych vysin v porovnani s populdciami pochddzajicimi zo severného Shuni,
juzného Shuni aJarashu, kde bola genetickd diverzita nizsia. Tridsatjeden percent
mikrosatelitnych ~ varidcii  bolo  pozorovanych ~medzi populaciami a 69 %
Vo vnutri populacie. Bola zistena spojitost medzi ekogeografickou hodnotou
a genetickou diverzitou len pre 8 mikrosatelitnych markerov.

Pre analyzu genotypov jatmena (Hordeum vulgare L.) Li et al. (2003) vytvorili
novy subor mikrosatelitnych markerov s cielom zvysit” hustotu markerov na genetickej
mape jacmena. Z 254 testovanych parov primerov bolo funkénych 167 parov primerov
a z tychto 167 parov primerov 127 parov primerov bolo mapovanych a lokalizovanych
na chromozémoch. Hodnoty polymorfického informa¢ného obsahu (PIC) sa pohybovali
od 0,05 do 0,94 s priemernou hodnotou 0,60. Priemerny pocet alel na lokus bol 3,9,
pricom sa pocet alel na lokus pohyboval od 1 do 9. Novovytvorené¢ mikrosatelity
boli umiestnené na vSetkych siedmich chromozémoch so S§tyrmi vyznamnymi
zoskupeniami v oblasti centroméry 2H, 3H, 6H a 7H. Tieto vysledky davajt predpoklad
lepSiecho vyuzitia mikrosatelitov v genetickych Stididch a na Slachtenie novych
genotypov jacmena, ked'Ze vytvorenim novych mikrosatelitnych markerov sa zvysila
hustota existujicej genetickej mapy jaCmena.

Stadiom duplicity jarnych jaémetiov uchovavanych v 12 génovych bankach
sa zaoberali Lund et al. (2003). Pomocou 35 mikrosatelitnych parov primerov, ktoré
pokryvali cely genom jac¢mena, bolo detegovanych od 1 do 17 réznych alel na lokus
s priemernou hodnotou 7,1 alel na lokus. Celkovo 174 genotypov ja¢mena bolo
rozdelenych do 36 potencidlne duplicitnych skupin, v ktorych hodnota genetickej
vzdialenosti bola niz§ia ako maximalna odporucand hranica medzi homogénnymi
skupinami 0,14. Jedna skupina obsahovala 36 nepribuznych alebo jedinec¢nych
genotypov.

Softvérovou analyzou EST databéazy, ktord obsahovala 24 595 EST sekvencii,
identifikovali autori mikrosatelitné markery pre jacmen (Hordeum vulgare L.). Celkovo
bolo identifikovanych 1 856 SSR sekvencii, z ktorych 76 EST-SSR markerov bolo
pouzitych na vytvorenie genetickej mapy jaCmena. NajCastejSie sa vyskytovali
trinukleotidové mikrosatelitné repeticie. Podskupina zahriiujuica 311 pérov
SSR primerov bola pouZzitd na urcenie genetickej diverzity 6 genotypov jaCmena, ktoré
pochadzali z3 mapovanych populacii. U dimérickych mikrosatelitov bola vyssia

korelacia medzi poctom repeticii a polymorfizmom ako u tetramérickych SSR.
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Polymorficky informa¢ny obsah (PIC) mal hodnotu 0,45 +/- 0,03. Takmer
80 % mikrosatelitnych markerov amplifikovalo DNA fragmenty v Hordeum bulbosum,
d’alej nasledovala psenica (60 %), raz (60 %) a ryza (40 %). Dalsia podskupina 38 EST-
SSR markerov, ktora zahffiala 114 alel, bola pouzita na detekciu polymorfizmu
medzi 54 genotypmi ja¢mena. Pouzitim softvéru bolo mozné z EST databazy vytvorit
cDNA-SSRs a dokazalo sa, ze EST-SSRs st menej polymorfické ako SSRs odvodené
z genomovych oblasti. Autori odporucili vysoké percento novych SSRs na analyzy
pribuznych druhov (Thiel et al., 2003).

Pouzitim 17 mikrosatelitnych markerov (SSR) bolo analyzovanych 26 genotypov
ja¢mena (Hordeum wvulgare L.), ktoré pochadzali zréznych geografickych oblasti
Tuniska. Autori vyuzitim 15 polymorfickych SSR markerov ziskali priemerny pocet
alel na lokus 3,6 apriemerny polymorficky informaény obsah 0,45. Genotypy boli
rozlisené na zdklade ich typu, po¢tu radov v klase a kone¢ného vyuzitia klastrovou
analyzou, ktora bola zalozend na SSR datach a morfologickych tdajoch. Vysledky
Studie poukazali na vysoky stupeni genetickej diverzity medzi analyzovanymi tuniskymi
genotypmi ja¢meila, ako aj na spojitost genetickej diverzity s adaptacnymi
podmienkami (Hamza et al., 2004).

Na rozliSenie genotypov ja¢mena pouzil Kraic (2005) gendémové aj génovo-
zalozené¢ mikrosatelitné markery. Pomocou tychto dvoch typov mikrosatelitnych
markerov bol testovany subor 62 genotypov ja¢mena jarného a ozimného. Trinast’
genomovych mikrosatelitnych markerov detegovalo 61 rozli¢nych alel a 11 génovo-
zalozenych markerov amplifikovalo 35 polymorfickych alel. Vysledky poukazuju
na vyssi polymorfizmus u gendémovych mikrosatelitnych lokusov v porovnani s génovo-
zalozenymi lokusmi. Genetickd podobnost’ u genémovych SSR lokusoch bola 0,133 -
0,958 au génovo-zalozenych lokusoch sa pohybovala od 0,048 do 1,0. Boli zistené
alely Specifické pre jednotlivé genotypy ako aj jedine¢né alely. OdliSnosti
na analyzovanych lokusoch poukdzali na ich vztah so spdsobom rastu ozimnych
a jarnych genotypov ja¢mena.

Todorovska et al. (2005) Studovali genetickl diverzitu v sibore 61 genotypov
jaémena, ktoré pochadzali z rdéznych agro-geografickych oblasti Bulharska a Cypru.
Na analyzy pouZili 14 mikrosatelitnych markerov, z toho 11 bolo gendémovych
SSR lokusov a 3 EST-SSR lokusy. Spolu bolo identifikovanych 91 alel, s priemerom
6,43 alel na lokus a geneticka diverzita sa pohybovala od 0,00 do 0,955 s priemernou

hodnotou 0,601. Autori detegovali jedinecné alely vo viacerych odlisnych lokusoch,
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¢o dava predpoklad na vyuzitie tychto genotypov jaCmena na rozsirenie diverzity alel
a na zlepsenie vlastnosti genotypov jacmena.

Feng et al. (2006a) skumali geneticku diverzitu, geografické odliSenie a evolu¢né
vztahy medzi 65 genotypmi Sestradového nahého jaémena (Hordeum vulgare ssp.
hexastichon var. nudum). Analyzované genotypy ja¢mena boli ¢inske krajové odrody
azo 65 genotypov 25 zdrojov pochadzalo z Tibetu, 20 zoblasti Qinghai
a 20 z provincie Ganzi. Pomocou 35 SSR markerov ziskali spolu 248 alel, z toho
119 (47,98 %) bolo beznych alel. Medzi tibetskymi ja¢mefimi bolo 47 jedine¢nych alel,
kym ja¢mene z oblasti Qinghai mali 31 a ja¢mene z Ganzi vykazovali len 9 jedine¢nych
alel. Ja¢mene z Tibetu vykazovali vyssiu genetickll diverzitu ako d’alSie dva skimané
zdroje jaémena. Podl'a tychto vysledkov je mozné predpokladat’, Ze centrom genetickej
diverzity Sestradového nahého jaémena bol Tibet a odtial’ sa rozsiril do d’alSich dvoch
sledovanych oblasti.

Autori pomocou 30 mikrosatelitnych markerov, ktoré zastupovali vSetkych sedem
chromozomov ja¢mena, analyzovali subor 106 genotypov jaémena pochadzajucich
z Tibetu. Skiimany stibor ja¢menov pozostaval z troch skupin (Hordeum vulgare ssp.
spontaneum, Hordeum vulgare ssp. agriocrithon a Hordeum vulgare ssp. agriocrithon
var. lagunculiforme), medzi ktorymi bola skimana genetickd roznorodost. Dalej boli
zistované evoluéné vztahy medzi tibetskymi divymi druhmi a jaémenmi pestovanymi
v Cine. Pomocou 30 SSR lokusov bolo detegovanych 229 alel. Geneticka diverzita
medzi jednotlivymi skupinami bola ovela vysSia ako vo vnutri skupin. Na zaklade
tychto vysledkov a predchadzajucich s§tadii mozno predpokladat, Ze jaémene
vyslachtené v Cine maju povod v tibetskych divych druhoch (Feng et al., 2006b).

Na analyzu genetickej diverzity genotypov ja¢mena siateho, ktord bola prevedena
Khlestkinou et al. (2006) na vzorkach ziskanych pocas 40-50 rokov v Rakusku,
Albansku a Indii, bolo pouzitych 28 genémovych SSR a 13 EST-SSR markerov
rovnomerne rozloZzenych po celom gendome ja¢mena. Analyzy nedokdzali vyznamny
rozdiel v pocte alel na lokus ani v hodnotach polymorfického informacného obsahu
medzi australskymi a indickymi genotypmi, pricom medzi albanskymi genotypmi bola
zaznamenana niz$ia geneticka diverzita. Génovo-zaloZzené mikrosatelitné markery mali
niz8i pocet alel na lokus a niz§iu hodnotu polymorfického informa¢ného obsahu (PIC)
vV porovnani s gendomovymi SSR markermi. Genetickd diverzita bola vysSia

pri gendmovych SSR markeroch ako v pripade EST-SSR markerov.
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Malysheva et al. (2006) pouzili 48 SSR markerov na analyzu 953 genotypov
jacmena, ktoré pochadzali zo vSetkych kontinentov s vynimkou Australie. Molekuldrnu
diverzitu vyhodnotili na zaklade poctu alel, genetickej diverzity, frekvencie alel,
heterozygotnosti a unikatnych alel. Klastrovou analyzou boli jednotlivé genotypy
zoskupené na zdklade geografického pévodu a agronomickych znakov, pricom boli
dobre odlisSené eurdpske jacmene od ostatnych genotypov, taktiez Sestradové
od dvojradovych a jarné od ozimnych genotypov jaémena.

Pouzitim 44 mikrosatelitnych markerov (SSR) bol analyzovany subor
107 genotypov jacmena (Hordeum vulgare L. subsp. vulgare), pochadzajucich z pohori
Annapurna, Nepal a Himalaji. V analyzovanych genotypoch jaémena bol preukazany
vysoky stupen genetickej diverzity (DI =0,536) apomocou genetickej podobnosti
zalozenej na UPGMA algoritme bola odhalend komplexna geneticka Struktara
analyzovanych genotypov. Autori identifikovali 8 populécii jacmena, ktoré sa navzajom
od seba lisili a analyzou populécii bolo potvrdené, Ze tieto rozdiely su nezavislé
na geografickej vzdialenosti (Pandey et al., 2006).

Varshney et al. (2006) ziskali 2 823 mikrosatelitov prehl'adanim stboru
111 090 EST sekvencii jacmena. Bolo navrhnutych 754 parov primerov, z ktorych
525 davalo naamplifikovany produkt. Geneticka mapa jaémena bola nasledne rozsirena
0 185 EST-SSR. Polymorficky informac¢ny obsah mal hodnoty od 0,24 do 0,78
s priemerom 0,48.

Cielom Studie Brantestama et al. (2007) bolo zhodnotit’ 197 Skandinavskych
a baltickych genotypov jacmena siateho formy jarnej pomocou 21 jac¢mennych
SSR markerov. Spolu detegovali 191 alel v 22 lokusoch, pricom pocet alel na lokus
sa pohyboval od 2 do 23 s priemernou hodnotou 8,63 alel na lokus. Medzi genotypmi
bola len jedna alela ¢asto sa vyskytujuca v gendme a 107 jedine¢nych alel. Priemerna
genetickd diverzita bola 0,623 a genetickd diverzita medzi lokusmi Skandindvskych
a baltickych genotypov mala hodnoty 0,033 az 0,891. Pomocou mikrosatelitov boli
rozlisené dvojradové a Sestradové odrody ja¢menia. Nebol zaznamenany vyznamny
pokles priemernej genetickej diverzity v zavislosti od ¢asu.

Geneticka mapa dihaploidného ja¢mena vzniknutého krizenim kultivovaného
jatmena (Hordeum wvulgare) spoddruhom H. vulgare ssp. spontaneum, ktoru
vypracovali Hearnden et al. (2007), obsahovala 1000 lokusov amplifikovanych
pouzitim 536 SSR markerov (558 lokusov). Z mikrosatelitov 149 markerov

(153 lokusov) bolo navrhnutych zja¢mennych EST a7 zo pSeniénych EST.
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Bol preukazany vysoky stupenn polymorfizmu (70 %), ¢o ulah¢ilo mapovanie 197 SSR
markerov, pre ktoré eSte neboli publikované genetické stadie.

LeiSova et al. (2007) zistovali genetickil diverzitu roznych genotypov jaCmena
aovsa. Pouzitim 26 mikrosatelitnych markerov, ktoré pokryvali 6 chromozdémov,
analyzovali 176 genotypov ja¢mena a detegovali 328 alel, s priemernym poctom
12,6 alel na lokus. Taktiez 26 mikrosatelitnych lokusov pouzili na analyzu
330 genotypov ovsa, pricom spolu detegovali 353 alel s priemernym poc¢tom 13,6 alel
na lokus. Priemernd hodnota indexu diverzity (DI) bola pre jacmen 0,11
a 0,09 pre ovos. Zostrojenim dendrogramu boli odliSené genotypy podl'a miesta povodu,
veku odrody a povodu v jednotlivych klastroch. Vyskum poukazal na negativny Géinok
Slachtitel'ského procesu na uroven genetickej diverzity, preto je potrebné uchovéavanie
genetického materialu jaémena i ovsa.

Varshney et al. (2007) spojenim 6 nezavislych genetickych map ziskali mapu
zhody mikrosatelitnych markerov ja¢mena. Zjednotend genetickd mapa zahriala
775 jedine¢nych mikrosatelitnych lokusov a 688 parov primerov, ktorych priemerny
pocet bol 111 markerov na vézbovi skupinu. Gendmové mikrosatelitné markery
vykazovali vys$$i polymorficky informacny obsah (v priemere 0,61) v porovnani s EST-
SSR makermi (s priemerom 0,48). Geneticka mapa pokryvala 1 068 cM s priemernou
hustotou jedného SSR markera 1,38 cM.

Autori zistovali genetick diverzitu medzi jaémenmi pozbieranymi v Tunisku
a urcovali fylogenetické vztahy medzi nimi. Pomocou 3 SSR markerov bolo ziskanych
spolu 9 PCR produktov v 7 polymorfickych lokusoch. Hodnoty polymorfizmu
sa pohybovali od 14,28 do 42,85 %. Klastrova analyza rozdelila sledované ja¢mene
na 3 skupiny, ktoré boli nezavislé od geografického pévodu (Guasmi et al., 2008).

Jilal et al. (2008) pouzili kombinaciu 20 génovych a gendmovych mikrosatelitnych
markerov na stadium genetickej diverzity a rozliSenie geografického pévodu jaémenov
pochéadzajucich z 29 krajin sveta. Analyzovany subor jacmenov ICARDA obsahoval
304 odrod, medzi ktorymi 19 lokusov bolo vysoko polymorfnych. Polymorficky
informacny obsah mal hodnoty v rozmedzi 0,39 - 0,92, pricom priemer tychto hodnot
bol 0,78. Pomocou 20 mikrosatelitov detegovali spolu 403 alel, s priemerom 20,2 alel
na lokus, pricom pocet alel sa pohyboval od 37 do 5. Na zaklade UPGMA klastrove;j
analyzy sa genotypy ja¢émenov zoskupili podl'a regionov do troch skupin. Prva skupina
ja¢menov pochddzala z Vychodnej Afriky a z Juznej Ameriky, druhu skupinu tvorili

odrody z oblasti Kaukazu a tretia skupina zahffiala genotypy z Blizkeho Vychodu,
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z0 Strednej a Vychodnej Azie a zo Severnej Afriky. Genetick4 roznorodost’ poddruhov
umoznila rozdelenie jaCmeiiov na vyslachtené jamene (dvojradové a Sestradové),
divy typ Hordeum spontaneum a poddruh H. agriocrithon.

Stadium genetickej roznorodosti bolo prevedené na 64 genotypoch nahych
jaémetiov pestovanych v oblasti Qinghai-Tibet v Cine. Analyzy boli uskutoénené
pomocou 30 mikrosatelitov av 22 polymorfnych SSR lokusoch bolo detegovanych
spolu 132 alel. Pocet alel na lokus sa pohyboval od 2 do 15, hodnota polymorfického
informacného obsahu (PIC) bola od 0,16 do 0,91 s priemerom 0,65. Aplikaciou
UPGMA Kklastrovej analyzy boli genotypy rozdelené do 5 hlavnych skupin a navzajom
od seba odlisené. Vysledky poukazuju na vysoky stupen polymorfizmu medzi nahymi
jaémefimi z oblasti Qinghai-Tibet v Cine, ktoré mdzu byt povazované za vyznamny
geneticky zdroj pre §l'achtenie nahych jacmenov (Pan et al., 2008).

Backes et al. (2009) sledovali genetickii réznorodost medzi 240 genotypmi
jamena, ktoré boli pestované v 24 oblastiach v Eritrei. Pouzitim 39 mikrosatelitnych
markerov zaznamenali vyznamnu genetickd roznorodost’ medzi jednotlivymi oblast’ami
S pestovanym ja¢menom. V 36 mikrosatelitnych lokusoch detegovali spolu 274 r6znych
alel, pricom pocet alel na lokus sa pohyboval od 3 do 17 s priemerom 7,6 alel na lokus.
Geneticka diverzita medzi sledovanymi eritrejskymi ja¢émenimi mala hodnotu 97,3 %.

Gong et al. (2009) pouzili 52 mikrosatelitnych markerov na zhodnotenie
genetickej diverzity 90 genotypov ja¢mena. Z analyzovaného stboru jacmenov
pochadzalo 33 divych genotypov z oblasti Qinghai-Tibet, 56 odrdd z inych oblasti Ciny
ajeden divy typ z Izraela. V 52 mikrosatelitnych lokusoch bolo detegovanych spolu
206 alel v ramci 90 genotypov, z ktorych 111 bolo beznych alel. Pocet alel na lokus
sa pohyboval od 1 do 9, spriemernou hodnotou 4,0. Hodnota polymorfického
informa¢ného obsahu (PIC) varirovala od 0 do 0,856 medzi vSetkymi markermi,
s priemerom 0,547. Hodnota PIC divych jaémenov pozbieranych z oblasti Qinghai-
Tibet sa pohybovala od 0 do 0,813 s priemernou hodnotou 0,543, kym pri ¢inskych
odrodach sa tato hodnota pohybovala od 0 do 0,790 s priemerom 0,490. Mikrosatelitné
markery jasne odlisili divé typy jacmeni zoblasti Qinghai-Tibet od C¢inskych
kultivivanych odrod. Medzi divymi genotypmi z oblasti Qinghai-Tibet bolo
pozorovanych 24 jedine¢nych alel. Frekvencia vyskytu jedinecnych alel v stbore
jacmena z oblasti Qinghai-Tibet bola v priemere 2,1 nasobne vysSia ako v pripade
pestovanych ¢inskych odréd. Pat zo siedmich chromozémov obsahovalo viac

jedine¢nych alel v divych jaémenoch z oblasti Qinghai-Tibet, ale chromozém 2H
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mal viac jedineénych alel v pestovanych odrodach. Pritomnost vysokého poctu
jedine¢nych alel mdéze odrazat adaptaciu tychto genotypov jac¢mena na odlisné
prostredie a produk¢éné systémy.

V stadii prevedenej Chaabane et al. (2009) bolo pouzitych 18 vybranych markerov
jednoduchych opakujtcich sa sekvencii (SSRs) na charakterizaciu stboru tuniskych
ja¢menov. Analyzovany stbor vzoriek obsahoval 6 tuniskych vyslachtenych odrod
jatmena a 6 krajovych odrdd z réznych oblasti Tuniska. Amplifikdciou SSR lokusov
ziskali 17 primerovych parov, zktorych len 11 prejavilo dostatocne vysoky
polymorfizmus. Jedenast’ primerovych parov produkovalo spolu 31 alel, pricom pocet
alel na lokus sa pohyboval od1 do5 spriemerom 2,81 alely na lokus. Pouzitim
UPGMA Kklastrovej analyzy podobnosti bolo 12 Studovanych genotypov ja¢mena
rozdelenych do dvoch skupin, a to do skupiny dvojradovych a Sestradovych jaémenov.

Orabi et al. (2009) studovali vztahy medzi 185 genotypmi divych jaémenov
(Hordeum vulgare ssp. spontaneum) a vysl'achtenych ja¢menov (Hordeum vulgare ssp.
vulgare) pochadzajucich z piatich oblasti regionu Zapadnej Azie a Severnej Afriky
(WANA). Naanalyzy pouzili 36 mikrosatelitnych markerov, pomocou ktorych
detegovali 617 alel s priemerom 17,14 alel na lokus. Jednotlivé genotypy boli nasledne
rozdelené do skupin podl'a poddruhu a pévodu. Divé typy jaémenov z oblasti WANA
ako aj vySlachtené odrody z Blizkeho Vychodu vykazovali vysoku geneticku diverzitu.

Wang et al. (2009) skiimali geneticku diverzitu 90 vzoriek ja¢mena pouZzitim ISSR
a SSR markerov. Stubor vySetrovanych vzoriek obsahoval 45 pribuznych divych
genotypov ja¢mena z Tibetu a45 divych genotypov zroéznych oblasti Stredného
Vychodu. Vysledky poukazali na vysSiu genetickll diverzitu tibetskych pribuznych
divych genotypov ja¢mena v porovnani sjaémenimi zo Stredného Vychodu.
Pri tibetskych genotypoch 10 ISSR primerov amplifikovalo 91 alelickych variant,
z ktorych 79 bolo polymorfnych (86,81 %) a pri genotypoch zo Stredného Vychodu
82 alelickych variant, zktorych 66 bolo polymorfnych (80,49 %). Jedenast’
primerovych parov SSR markerov amplifikovalo 100 alelickych variant medzi
tibetskymi genotypmi so 100 polymorfnymi pruzkami (100%). Medzi genotypmi
20 Stredného Vychodu bolo pomocou SSR markerov produkovanych 78 alelickych
variant obsahujucich 77 polymorfnych pruzkov (98,72%). Hodnota celkovej génovej
diverzity (HT) tibetskych jaémenov (0,227 pre ISSRs a 0,126 pre SSRs) bola vyssia
ako pri ja¢menoch zo Stredného Vychodu (0,212 pre ISSRs a 0,102 pre SSRs).
Klastrova analyza ISSR a SSR ako vysledok UPGMA met6édy odhalila dve odlisné
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skupiny korelujuce s geografickym povodom vzoriek. Vysledky poskytuji dokaz
na tedriu povodu jatmena siateho (Hordeum vulgare L.).

Autori v Studii popisali geneticku a fenotypova charakteristiku suboru 224 vzoriek
jarnych jaémenov (Hordeum vulgare L.), ktoré boli ziskané z IPK génovej banky
v Nemecku a pochadzali z Eurépy, z Ameriky, z Vychodnej Azie, zo Zapadnej Azie
a Severnej Afriky. Analyza genetickej Struktury bola zalozena na vyuziti 45 EST-SSR
markerov, pomocou ktorych bolo ziskanych spolu 228 alel, s poctom 2 az 14 alel
na SSR marker. Hodnota polymorfického informacného obsahu sa pohybovala od 0,04
do 0,81 s priemernou hodnotou 0,54. Viac ako 65 % mikrosatelitnych markerov malo
PIC hodnotu v rozmedzi 0,40 a 0,80. Zostrojenim UPGMA dendrogramu bol stbor
jaémeniov rozdeleny na dve hlavné skupiny, zahfnajuce dvojradové a Sestradové
jaémene. Medzi tymito skupinami jaCmena a medzi jaémenmi z r6znych kontinentov
bola dokézana vysoka fenotypova variabilita vo vSetkych znakoch (Cas kvitnutia, vyska
rastliny, hmotnost’ 1000 zfn, obsah bielkovin a obsah skrobu) (Haseneyer et al., 2010).

Chen et al. (2010) pomocou mikrosatelitnych markerov Studovali genetickl
diverzitu 116 genotypov jacmena, ktoré reprezentovali pit rdznych ekologicko-
geografickych oblasti Ciny. Dvadsatjeden SSR lokusov odhalilo 128 alel, s priemerom
6,1 alel na lokus. Najvyssi pocet alel na lokus bol detegovany pri jaémenoch z oblasti
Qinghai-Tibet, ktoré vykazovali tiez najvyssi pocet jedineénych alel (7). Bola dokézana
stvislost’ medzi SSR a ekologicko-geografickymi podmienkami pre 11 mikrosatelitnych
markerov. Pomocou S$tyroch az Siestich SSR markerov boli dostatocne rozliSiteI'né
jednotliveé skupiny jaémenov podl’a ich ekologicko-geografického povodu.

Kandemir et al. (2010) Studovali stupenn genetickej odliSnosti pri 3 genotypoch
jaémena pochadzajucich z Turecka. Z troch pouzitych genotypov ja¢mena jeden bol
krajovou odrodou (P1470281), druhy bol ¢istou liniou (CIHO 10093) a tretim
genotypom bola vyznamna turecka odroda (Tokak 157/37) povazovana za krajova
odrodu. Na detekciu urovne polymorfizmu vo vnutri genotypov a medzi tymito
genotypmi bolo pouzitych 30 SSR markerov. Takisto bolo sledovanych aj niekolko
morfologickych markerov. Desat’ rastlin linie CIHO 10093 pri 30 SSR markeroch
nevykazovalo ziadny polymorfizmus. Uz 5 SSR markerov potvrdilo polymorfizmus
VO vnutri suboru 60 rastlin odrody Tokak 157/37, v ktorom sa detegovali len 2 odlisné
genotypy so zastipenim 58 a 2 rastlin. Toto poukazuje na stratu genetickej diverzity
ana fakt, ze odrodu Tokak 157/37 nemozno nad’alej povazovat za krajova odrodu.

Dvadsattri z30 SSR markerov bolo polymorfnych pre 52 rastlin krajovej odrody
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P1 470281, pricom 30 SSR lokusov davalo 70 alel. Medzi 52 analyzovanymi rastlinami
bolo detegovanych 46 odlisnych genotypov, ktoré poukazuju na vysoky stupei
polymorfizmu. Pre morfologické markery nebol zisteny ziadny polymorfizmus.
Geneticka diverzita pozorovana na urovni DNA, ale nie na morfologickej Grovni, moze
poukazovat’ na to, ze tureckd krajova odroda PI 470281 mohla obsahovat’ nové alely
Vv lokusoch, ktoré maju vplyv na vyznamné agronomické znaky.

Geneticka variabilita avztahy medzi 12 tuniskymi ozimnymi ja¢menmi
a 2 vyslachtenymi odrodami boli hodnotené pomocou RAPD a SSR markerov. Bol
zisteny vysoky stupefi polymorfizmu pomocou RAPD aj SSR markerov a priemerna
hodnota polymorfického informacného obsahu bola 0,477 pre RAPD a 0,533 pre SSR
markery. Pri RAPD analyzach z 93 bandov 69 (74 %) bolo polymorfnych. Pocet alel
sa pohyboval od 4 do 10 na primer s priemernou hodnotou 6,2 alel na primer. Geneticka
odlisnost’ zaloZzena na RAPD (RAPD-GD) sa pohybovala od 0,114 do 0,933
S priemerom 0,523. Mikrosatelitnymi analyzami bolo detegovanych spolu 43 alel,
z ktorych 39 alel (90,7 %) bolo polymorfnych. Pocet alel na primer sa pohyboval od 2
do 4 spriemerom 2,87 alel na SSR primer. Geneticka odlisnost odvodena
od mikrosatelitov (SSR-GD) bola vrozmedzi 0,423 a 0,910 s priemerom 0,665.
V porovnani s RAPD metédou sa mikrosatelity javili ako lepSie markery na detekciu
genetickej roznorodosti medzi jaémenimi (Karim et al., 2010).

Salem et al. (2010) skumali genetickll diverzitu v subore 27 genotypov ja¢mena,
ktor¢ pochadzali z Egypta. Na analyzy pouzili 23 mikrosatelitnych markerov
odvodenych od EST sekvencii, ktoré¢ zastupovali vSetkych sedem vézbovych skupin
ja¢mena. Z pouzitych 23 EST-SSRs 22 vykazovalo polymorfizmus a jeden
bol monomorfny. Spolu bolo detegovanych 95 alel. Pocet alel na lokus sa pohyboval
identifikovany na chromozéme S5H a4H shodnotami 3,00 a6,33. Polymorficky
informaény obsah 22 EST-SSR lokusov sa pohyboval od 0,137 do 0,896 s priemernou
hodnotou 0,563. Geneticka diverzita sa zvySovala s narastajuicim poctom alel
a korela¢ny koeficient medzi tymito znakmi bol vysoky (1=0,741). Vyuzitim UPGMA
klastrovej analyzy a zostrojenim dendrogramu boli genotypy ja¢menov rozdelené
do styroch skupin.

Varshney et al. (2010) analyzovali sibor genotypov jacmena ICARDA zloZeny
z0 185 vyslachtenych a 38 divych genotypov pozbieranych z 30 krajin Styroch

kontinentov. Na analyzu pouzili 68 SNP markerov a 45 mikrosatelitnych markerov
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ziskanych z génov (EST-SSRs). Sedemdesiatjeden SNP markerov davalo 143 alel.
Pocet mikrosatelitnych alel na lokus sa pohyboval od 3 do 22 s priemernou hodnotou
7,9 alel na marker. Priemerna hodnota polymorfického informac¢ného obsahu
zaznamenana pre SSR markery bola 0,63 a pre SNP markery 0,38. Heterogénnost’
dosahovala v SNP lokusoch v priemere 5,72 % vzoriek av SSR lokusoch 12,42 %
vzoriek. Klastrové analyza bola zalozena na SSR a SNP markeroch, pri ktorej vacSina
klastrov  obsahovala genotypy rovnakého geografického podvodu. Genotypy
pochéadzajiice zo Stredovychodnej a Severovychodnej Azie vykazovali vyssiu diverzitu
V porovnani s genotypmi z inych geografickych oblasti. Divoko rastiice genotypy oproti
Slachtenym genotypom vykazovali vyssi celkovy pocet alel, vyssi pocet alel na lokus,
vy$Siu réznorodost’ alel a vys$Si pocet jedine¢nych alel. Skiimany subor genotypov
ICARDA vykazoval vyznamné genetické rozdiely, ¢o dava predpoklad na vyuZitie
tychto genotypov v §l'achteni jaCmena na toleranciu voc¢i suchu a teplu.

Na analyzu genetickej diverzity medzi 40 vybranymi genotypmi jacmena Wang
etal. (2010) pouzili 35 mikrosatelitnych parov primerov, pomocou ktorych ziskali
85 alel. Pocet alel na lokus bol od 1 do 5 s priemernou hodnotou 2,4 alely na lokus.
Klastrova analyza zalozena na koeficiente genetickej podobnosti rozdelila analyzovany
subor jatmenov na dve skupiny. Genetickd diverzita medzi Cinskymi sladovnickymi
ja¢menmi vo vnutri podskupiny bola nizsia ako medzi ostatnymi genotypmi. Toto dava
predpoklad na vyuZitie vybranych genotypov ja¢meiia rézneho povodu v Slachteni
na sladovnicke ucely.

Pomocou mikrosatelitnych markerov Sun et al. (2011) charekterizovali spolu
175 genotypov jacmena, z ktorych 40 genotypov pochadzalo z Tibetu, 10 zo Syrie,
72 zo Severnej Ameriky, 36 z Eurdpy, 9 zJuZnej Ameriky a 8 genotypov bolo
australskych. Styridsatdva mikrosatelitnych parov primerov amplifikovalo 278 alel
S priemerom 6,62 alel na par primerov. Priemerna hodnota genetickej diverzity
pre vSetky populacie bola 0,3387. Klastrovd analyza dokdzala, Ze eurdpske
a severoamerické genotypy boli zoskupené a tibetské divé jamene boli uplne oddelené
od ostatnych 5 populacii jacmeiiov. Bola zaznamenand suvislost medzi
mikrosatelitnymi markermi a 14 kvantitativnymi znakmi, ato pre lokusy 18 SSR
markerov. Autori Stadie poukazali na potencidlne vyuzitie tychto markerov pre d’alSie

QTL mapovanie kvantitativnych znakov a pre markermi podporovanu selekciu.
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2 Ciel’ prace

Molekularne markery odhalujice polymorfizmus na urovni DNA maji Siroké
vyuzitie pri identifikacii a vzajomnom odliSeni genotypov rastlin, najmé obilnin.
Mikrosatelitné markery su vdaka svojmu vysokému polymorfizmu najucinnejSimi
DNA markermi pri genetickych Studidch ja¢mena. Cielom diplomovej prace bolo
pomocou STMS metddy analyzovat’ stibor 24 genotypov jaémena siateho (Hordeum
vulgare) aplikaciou 5 vybranych mikrosatelitnych markerov, ktoré su gendémovo

Specifické pre jaémen.

Stanovili sme si nasledovné ciele prace:
1. analyza polymorfizmu DNA =zalozena na variabilite v mikrosatelitnych
sekvenciach gendému vybranych genotypov ja¢mena,
2. identifikacia a vzdjomné rozliSenie sledovanych genotypov jaémena siateho
vyuzitim mikrosatelitnych analyz (STMS),
3. urcenie podobnosti a vzdjomnych genetickych vztahov medzi analyzovanymi

genotypmi jaémena siateho.
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3 Material a metody

3.1 Pouzity biologicky material
Na genetické analyzy pomocou mikrosatelitnych markerov sme pouzili subor

24 genotypov ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.), priCom vsetky genotypy boli
dvojradového typu a jarnej formy (Tab. 4).

Tab. 4
Zoznam analyzovanych genotypov ja¢meiia siateho a ich rodokmen

(http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/asp2/default_c.htm)

Cislo Genotyp Rodokmern
1. | Dregeruv Imperial S- Bestehornuv cisarsky
2. | Handcky exportny Jarni VIII x Hanécky VIII
3. | Horicky S- LV Horice
4. | Janovicky Ratborsky Hanacky x Heils Frankengerste
5. | Jindrichovicky K 64 Opavsky Kneifl x Dewersdorfsky
6. | Krajova St. Hrozenkov LV Stary Hrozenkov
7. | Krajova z Orlove LV Orlova
8. | Kvasicky S- Old Hanna Landvariety
9. | Moravsky nepolehavy IGB neznamy

10. | Moravsky nepolehavy R I1I/12 | neznamy

11. | OleSensky S- LV Starocesky

12. | Pisarecky S- LV Kurovice

13. | Semcicky hospodarsky Dobrovicky Starocesky x Maya

14. | Semcicky pivovar neznamy

15. | Stupicky Hanacky S- LV Hanécky

16. | Stupicky plnozrnny Starnovsky Kneifl x Stupicky Hanacky
17. | Viglassky polojemny RA 800 x Hanacky

18. | Zborovicky Kargyn Proskovcuv Hana Pedigree x LV M.A. Kargyn
19. | Zidlochovicky Gléria Pamers Vollkorn x Vacenovice XII

20. | Expres SK-3455 x Akcent

21. | Kompakt Galan x KM-A-10

22. | Jubilant SK-1952-7 x Dera

23. | Nitran Kompakt x Forum

24. | Malz Famin x Scarlet
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3.2

Izolacia a precistenie DNA ja¢mena

Celkova DNA sme izolovali z mladych rastlin, zo 7-10 dilovych listov ja¢mena.

Cerstvy rastlinny material sme homogenizovali v trecej miske po pridani tekutého

dusika. Samotnu izolaciu DNA ja¢mena sme previedli podla postupu vytvoreného

kombinaciou dvoch izolacnych postupov - podla Dellaportu et al. (1983) a Granera

et al. (1990):

mechanicky sme homogenizovali 0,1 — 1 g listového pletiva v tekutom dusiku,

do kyvety (50 ml) sme pridali redestilovani vodu v ml v objeme = 2 — hmotnost’
pletiva [g],

homogenizované pletivo sme preniesli do pripravenych kyviet a pridali 4 ml
extrakéného roztoku (150 mol.dm™ Tris, pH 8,0; 75 mmol.dm™ EDTA, pH 8,0;
2 mol.dm™ NaCl), jemne sme zamiesali,

pridali sme 10 ul 2-merkaptoetanolu,

pridali sme 400 pl 20% SDS a jemne sme zamiesali,

inkubovali sme 10 mintt pri 65°C,

pridali sme 2 ml 5 mol.dm™ octanu draselného a jemne sme premiesali prevratenim
tuby,

inkubovali sme 30 minut pri 0°C,

odstred’ovali sme 10 minut pri 10 000 ot/min,

supernatant sme preniesli do novej kyvety a pridali rovnaky objem vychladeného
izopropanolu,

nukleové kyseliny sme nechali vyzrazat' izopropanolom 30 minut resp. cez noc
pri laboratérnej teplote,

precipitovani DNA sme vybrali hafikom alebo namotali na sklenenti ty€inku
(pripadne odstredili 5 mintt pri 10 000 ot/min., ak nebola v jednom celku), premyli
sme ju v 70% a 96% etanole a nechali vysusit,

DNA sme rozpustili v 250 ul redestilovanej vody,

pridali sme 2 pl prevarenej (10 min pri 100°C) RN4zy A (10 mg. cm™) a inkubovali
30 minat pri 37°C,

pridali sme 50 pl 3 mol.dm™ octanu sodného, premiesali a nechali stat’ 10 minut

pri laboratdrnej teplote,
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e pridali sme 400 — 500 pl vychladeného izopropanolu a nechali zrazat DNA
10 minut pri laboratornej teplote,
e precipitovanit DNA sme vybrali hac¢ikom alebo zrazeninu odstredili pri nizkych
otackach, premyli postupne 70% a 96% etanolom, vysusili a opatrne rozpustili
V minimalnom objeme tlmivého roztoku TE (10 mmol.dm™ Tris-HCI, pH 8,0;
1 mmol.dm™ EDTA) alebo v redestilovanej vode.
Kvalitu izolovanej DNA jaémena sme sledovali ajej kvantitu stanovili
elektroforetickou analyzou v 1% agar6zovom géli. Ako Standardy kvality sme pouzili

DNA z A-fagu so spektrofotometricky stanovenou koncentraciou.

3.3 Amplifikacia DNA pomocou lokus-Specifickych mikrosatelitnych
primerov

Jednotlivé mikrosatelitné analyzy jaémena sme uskutocnili v objeme 20 pl.
Na analyzy sme pouzili 5 mikrosatelitnych parov primerov so $pecifickou sekvenciou,
ktoré popisali Becker a Heun (1995) a Macaulay et al. (2001) (Tab. 5). Podmienky
amplifikacie pre mikrosatelitné markery sme aplikovali tiez podla Beckera a Heuna

(1995) a Macaulaya et al. (2001) (Tab. 6).

Tab. 5
Pouzité SSR markery jamena, ich umiestnenie na chromozome, sekvencie parov

primerov a repeticia mikrosatelitu (Becker a Heun, 1995; Macaulay et al., 2001)

omecooi) | o1 | e AN =
e I Foe S Y
maggziy | 1| AACORTTITIASTES | o,
magizzs | | SOAASRMATIACHT |,
oNRE | | TSRS |
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Tab. 6
ZloZenie reakénej zmesi a podmienky PCR pre pouzité SSR markery
(Becker a Heun, 1995; Macaulay et al., 2001)

Bmac0040 Macaulay et al., 2001 A program 58 °C
Bmag0173 Macaulay et al., 2001 A program 58 °C
Bmag0211 Macaulay et al., 2001 A program 58 °C
Bmag0225 Macaulay et al., 2001 A program 58 °C
HVGNIRE Becker a Heun, 1995 B program 60 °C

Zlozenie 20 pl reakénej zmesi (Macaulay et al., 2001) (Tab. 6):
e 1x PCR tlmivy roztok
e 300 pmol.dm™ kazdého dNTP
e 20 ng primer 1
e 20 ng primer 2
e 0,6 U Tag DNA polymerazy
e 25ng DNA

ZlozZenie 20 pl reakénej zmesi (Becker a Heun, 1995) (Tab. 6):
¢ 1x PCR tlmivy roztok
e 100 pmol.dm™ kazdého dNTP
e 20ng primer 1
e 20 ng primer 2
e 0,6 U Tagq DNA polymerazy
e 25ng DNA

Podmienky polymerazovej retazovej reakcie (Tab. 6):
1. A program:
e [ cyklus: 3 minaty 94°C, 1 minuta 58°C, 1 minuata 72°C
e 30 cyklov: 30 sekiind 94°C, 30 sektind 58°C, 30 sekund 72°C
e zavereCny krok: 5 minut 72°C
2. B program:
e uvodna denaturacia: 5 minat 95°C
e 42 cyklov: 92°C, 1 minuta; 60°C, 1 minata; 72°C, 1 mintta

e zavere¢ny krok: 10 minut 72°C
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3.4 Elektroforetické delenie a vizualizacia DNA fragmentov
Vv polyakrylamidovom géli

Amplifikované alely sme separovali v 6% polyakrylamidovom géli (35 cm x

45 cm x 0,4 mm) denaturovanom mocovinou.

Priprava gélového roztoku:
e 11 ml 40% akrylamid/bis (19 : 1)
e 3ml 10x TBE (107,8 g Tris- bazy, 7,44 g EDTA a 55 g kyseliny boritej v 1 dm™
roztoku, pH 8,3)
e 12 ml redestilovanej vody
e doplnili sme horacim roztokom 10 M mocoviny na objem 60 ml

e pridali sme 100 pl TEMED-u a 500 pl 10% persiranu aménneho

Priprava vzoriek DNA:

e K5 ul PCR vzorky sme pridali v pomere 1 : 0,8 tlmivy farbiaci roztok (4,8 g
mocoviny, 10 ml vody, 0,05 g bromfenolovej modrej, 10 pl 10 mol.dm™
hydroxidu sodného),

e tesne pred nanesenim do gélu sme vzorky denaturovali zahriatim na 100°C

po dobu 2 mintt a ihned” sme ich preniesli do 'adu.

Do gélu sme naniesli pripravené vzorky v objeme 4,5 ul, pricom do jednej linie
kazdého gélu sme naniesli 4,5 pl STR 3 X roztoku (marker) so zloZenim 10 mmol.dm™
NaOH, 95 % formamidu, 0,05 % bromfenolovej modrej a 0,05 % xylén cyanol FF.
Delenie amplifikovanych alel prebiehalo v elektroforetickej aparatire OWL pri 70 W
v timivom roztoku 1x TBE pocas 3-4 hodin, v zavislosti od predpokladanej velkosti
fragmentov. Po ukonceni elektroforetického delenia a oddeleni sklenych platni sme

farbili gél fixovany na malej sklenej platni.

Farbenie DNA striebrom podl'a Bassama et al. (1991):
e sklent platiu s gélom sme na 20 minut ponorili do vychladeného fixa¢ného
roztoku 10% kyseliny octovej a intenzivne premyvali pri laboratérnej teplote,
e nasledne sme platiu premyvali vo vychladenej redestilovanej vode dvakrat

PO 5 mint,
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e sklo s gélom sme ponorili do Cerstvo pripraveného farbiaceho roztoku (2 ¢
dusi¢nanu strieborného, 3 ml 37% formaldehydu a 2000 ml redestilovanej vody)
a pocas 30 minat sme intenzivne premiesavali,

e v tmavej miestnosti sme gél ponorili do vody a maximalne 10-15 sekind sme
intenzivne vymyvali,

e g¢l sme preniesli do nadoby s vychladenou vyvojkou [50 g uhli¢itanu sodného,
3 ml 37% formaldehydu, 400 pl tiosiranu sodného (zasobny roztok 10 mg.cm™),
2000 ml redestilovanej vody] a po 3 az 5 minutach premyvania sa objavili
mikrosatelitné frakcie,

e gél sme vlozili do fixaéného roztoku na 30 mintt a nasledne nechali vysusit
pri laboratornej teplote.

Dizku mikrosatelitnych alel sme uréili porovnavanim najsilnej$ieho prazku

so standardom, 10 bp diZkovym markerom (ladder).

3.5 Hodnotenie polymorfizmu

Roznorodost” medzi genotypmi jaCmena a vyuZitelnost' mikrosatelitnych analyz
v praxi sme hodnotili pomocou indexu diverzity (DI), polymorfického informac¢ného
obsahu (PIC) a pravdepodobnosti identity (PI).

Z frekvencie jednotlivych alel detegovanych pre kazdy mikrosatelitny marker
sme vypocitali:
a) index diverzity (DI) (Weir, 1990),

T

DI = 1—2;:3

i=1

b) polymorficky informaény obsah (PIC) (Weber, 1990),
n n—1 n

PIC =1 - (ZPE)— > ) vt
i=1 =1 j=it1

¢) pravdepodobnost’ identity (PI) (Paetkau et al., 1995),

i=n—1 n

PI = Z'p? + Z Z 2pp)’

i=1  j=id+l

kde pi a p; znamenaju frekvenciu i-tej a j-tej alely v danej populacii.
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3.6 Hodnotenie genetickej diverzity klastrovou analyzou

V DNA profiloch sme hodnotili polymorfické markery ja¢mena ako pritomné (1)
alebo nepritomné (0) a vytvorili sme tabul’ku, ktori sme pouzili na vypocet Diceovho
koeficientu genetickej podobnosti pre vSetky parové kombinacie v programe DARwin5.
Na zaklade ziskanych hodn6t sme v uvedenom programe vytvorili dendrogram
vyuzitim hierarchickej klastrovej analyzy metdédou UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using arithmetic Averages). Geneticka diverzita bola v dendrograme graficky
vyjadrend vytvorenymi skupinami genotypov s podobnym alebo blizkym genetickym

zakladom.
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4 Vysledky a diskusia

Na odliSenie 24 genotypov ja¢mena sme pouzili 5 mikrosatelitnych markerov,
Z ktorych 4 boli publikované Macaulayom et al. (2001) a jeden popisali Becker a Heun
(1995). Z pouzitych mikrosatelitnych markerov 4 boli dokonalé a jeden zlozeny.

Bmac0040

Mikrosatelitny marker Bmac0040 lokalizovany na chromozome 6H amplifikoval
dokonaly mikrosatelit s motivom repeticie (AC). Na tomto lokuse bolo detegovanych
jedenast’ roznych alel. NajcastejSie sa vyskytujucimi alelami boli alely s velkostami
252 bp, 292 bp a 298 bp, ktoré mali frekvenciu vyskytu 15 % a boli pritomné v Styroch
odrodach. DalSie najéastejsie alely sa vyskytli pri troch genotypoch s 12% zastipenim
a mali velkosti 290 bp a 294 bp. Mensie zastipenie (8 %) mali alely s velkost'ami
256 bp a 300 bp, ktoré boli dokazané v dvoch odrodach. Najmenej frekventované alely
50 4% zastipenim boli alely s dizkami 282 bp, 284 bp, 288 bp a 296 bp a kazda z nich
sa nachadzala len v jednom genotype (Obr. 3).

Na hodnotenom lokuse sme pozorovali pritomnost’ dvoch alel v pripade dvoch
odrdd z analyzovaného suboru jaémetia, Viglassky polojemny a Zidlochovicky Gléria,
¢o svedc¢i o heterozygotnom stave tychto odrod. VSetky ostatné genotypy obsahovali

len jednu alelu, boli v homozygotnom stave (Tab. 7, Obr. 4).

Bmac0040

Obr. 3

Frekvencia vyskytu mikrosatelitnych alel na lokuse Bmac0040

43



Tab. 7

Detegované alely na lokuse Bmac0040

1 | Dregeruv Imperial 290 13 | Semcicky hospodarsky 300
2 | Hanacky exportny 298 14 | Semcicky pivovar 290
3 |Horicky 282 15 | Stupicky Hanacky 292
4 | Janovicky 298 16 | Stupicky plnozrnny 294
5 |Jindrichovicky K 64 252 17 | Viglassky polojemny | 298+252
6 |Krajova St. Hrozenkov 292 18 | Zborovicky Kargyn 292
7 | Krajova z Orlove 298 19 | Zidlochovicky Gloria | 290+252
8 |Kvasicky 288 20 | Expres 284
9 |Moravsky nepol. IGB 294 21 | Kompakt 256
10 | Moravsky nepol. R 111/12 294 22 | Jubilant 296
11 | Olesensky 252 23 | Nitran 256
12 | Pisarecky 292 24 | Malz 300

12 3 45 6 7 8910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24

L

Obr. 4

Elektroforeogram mikrosatelitnych alel lokusu Bmac0040

Bmag0173

Pouzity mikrosatelitny marker Bmag0173, ktory sa nachadza na chromozome 6H,
amplifikoval dokonaly mikrosatelit s opakujicou sa sekvenciou (CT).e. Na sledovanom
lokuse sme zistili jedenast’ alel. NajfrekventovanejSou alelou bola alela s velkost'ou
178 bp, ktora bola pritomna v siedmich genotypoch, ¢o predstavuje 27 % vsetkych
genotypov. Nasledovali alely s dizkami 162 bp a 184 bp, ktoré zastupovali 12 %
vSetkych genotypov. Pét alel bolo najdenych v dvoch genotypoch s frekvenciou
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vyskytu 8 %. Najzriedkavejsi vyskyt (4 %) bol preukazany u troch alel s velkost'ami

174 bp, 181 bp a 186 bp, ktoré sa vyskytli v sledovanom subore len raz (Obr. 5).
Analyzou 24 genotypov ja¢menia sme v dvoch genotypoch, Kvasicky a Stupicky

plnozrnny, detegovali na danom lokuse dve rozne alely, ¢o potvrdzuje heterozygotny

stav. Ostatnych 22 genotypov pri hodnoteni tohto lokusu vykazovalo homozygotny stav

(Tab. 8, Obr. 6).

Obr.5

Frekvencia vyskytu mikrosatelitnych alel na lokuse Bmag0173

Tab. 8
Detegované alely na lokuse Bmag0173

Genotyp Alela (bp) Genotyp Alela (bp)
1 | Dregeruv Imperial 181 13 | Semcicky hospodarsky 178
2 | Hanacky exportny 186 14 | Semdcicky pivovar 178
3 |Horicky 179 15 | Stupicky Hanacky 178
4 | Janovicky 179 16 | Stupicky plnozrnny 178+162
5 |Jindrichovicky K 64 175 17 | Vigl'assky polojemny 182
6 | Krajova St. Hrozenkov 184 18 | Zborovicky Kargyn 182
7 |Krajova z Orlove 184 19 | Zidlochovicky Gléria 174
8 |Kvasicky 184+175 | 20 |Expres 178
9 | Moravsky nepol. IGB 176 21 | Kompakt 180
10 | Moravsky nepol. R 111/12 176 22 | Jubilant 178
11 | Olesensky 162 23 | Nitran 180
12 | Pisarecky 162 24 | Malz 178
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Obr. 6
Elektroforeogram mikrosatelitnych alel lokusu Bmag0173
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Bmag0211

Dalsi mikrosatelitny marker Bmag0211, ktory je pritomny na 1H chromozome,
amplifikoval dokonaly mikrosatelit s repetitivnym motivom (CT)is. Na sledovanom
lokuse sa vyskytli tri alely sroznou frekvenciou. NajvysSSie zastipenie mala alela
s velkostou 192 bp, ktord sa vyskytla v pitnastich genotypoch a tvorila az 63 %
detegovanych alel na danom lokuse. Druhd najcastejSia alela (190 bp) s21%
17 % bola zistena pre alelu s dizkou 194 bp, ktord sme nadli v §tyroch genotypoch
(Obr. 7).

Bmag0211

Obr. 7
Frekvencia vyskytu mikrosatelitnych alel na lokuse Bmag0211
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Na sledovanom lokuse sme zistili pri kazdom genotype len jednu alelu,

¢o poukazuje na homozygotny stav analyzovanych jacmenov (Tab. 9, Obr. 8).

Tab. 9
Detegované alely na lokuse Bmag0211

1 |Dregeruv Imperial 192 13 | Semcicky hospodarsky 192
2 | Hanacky exportny 192 14 | Semcicky pivovar 192
3 |Horicky 194 15 | Stupicky Hanacky 194
4 | Janovicky 192 16 | Stupicky plnozrnny 192
5 |Jindrichovicky K 64 192 17 | Vigl'a§sky polojemny 192
6 |Krajova St. Hrozenkov 192 18 | Zborovicky Kargyn 192
7 | Krajova z Orlove 192 19 | Zidlochovicky Gléria 190
8 |Kvasicky 192 20 | Expres 190
9 | Moravsky nepol. IGB 194 21 | Kompakt 192
10 | Moravsky nepol. R 111/12 194 22 | Jubilant 190
11 | Olesensky 192 23 |Nitran 190
12 | Pisarecky 192 24 | Malz 190
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Obr. 8

Elektroforeogram mikrosatelitnych alel lokusu Bmag0211

Bmag0225

Mikrosatelitnym markerom Bmag0225 umiestnenym na 3H chromozome bol
naamplifikovany dokonaly mikrosatelit s dinukleotidovym opakovanim (AG)zs.
Na hodnotenom lokuse sme identifikovali Sest’ alel, priCom najfrekventovanejsia bola
alela s vel'’kost'ou 158 bp pritomna v deviatich genotypoch s 38% podielom z celkového
poétu vzoriek. Druha najpocetnejsia alela s dizkou 188 bp sa vyskytovala v Siestich

genotypoch (25 %), po ktorej nasledovala alela velkosti 170 bp so 17% zastipenim
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(v §tyroch genotypoch). Dalsie dve alely velkosti 162 bp a 182 bp mali nizku
frekvenciu vyskytu (len 8 %), priCom boli detegované v dvoch genotypoch. Alela
s najmensou pocetnost'ou na tomto lokuse (4 %) bola alela s dizkou 148 bp, ktora bola
pritomna len pri odrode Pisarecky (Obr. 9).

Detekcia jednej alely vkazdom genotype na sledovanom lokuse potvrdila

homozygotny stav tychto genotypov (Tab. 10, Obr. 10).

Bmag0225

148 bp
4%

Obr. 9

Frekvencia vyskytu mikrosatelitnych alel na lokuse Bmag0225

Tab. 10
Detegované alely na lokuse Bmag0225
Genotyp Alela (bp) Genotyp Alela (bp)
1 | Dregeruv Imperial 158 13 | Semcicky hospodarsky 158
2 | Hanacky exportny 170 14 | Semdcicky pivovar 158
3 |Horicky 188 15 | Stupicky Hanacky 182
4 | Janovicky 188 16 | Stupicky plnozrnny 182
5 |Jindrichovicky K 64 188 17 | Vigl'assky polojemny 170
6 | Krajova St. Hrozenkov 162 18 | Zborovicky Kargyn 162
7 |Krajova z Orlove 170 19 | Zidlochovicky Gléria 170
8 |Kvasicky 158 20 | Expres 188
9 |Moravsky nepol. IGB 158 21 | Kompakt 158
10 | Moravsky nepol. R 1I1/12 158 22 |Jubilant 188
11 | Olesensky 188 23 | Nitran 158
12 | Pisarecky 148 24 | Malz 158
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Obr. 10

Elektroforeogram mikrosatelitnych alel lokusu Bmag0225

HVGNIRE

Mikrosatelitny marker HVGNIRE je lokalizovany na 3H chromozdme ja¢mena,
ktory amplifikoval zloZzeny mikrosatelit s opakovanym motivom (AC)eGis. V subore
analyzovanych genotypov bolo na tomto lokuse detegovanych Sest’ alel. Najcastejsi
vyskyt vykazovala alela s dizkou 136 bp, ktora bola detegovana v deviatich odrodéch,
priom predstavovala 38 % genotypov. Nizsia frekvencia alel s dizkami 132 bp
a 138 bp bola zaznamenana pri Siestich genotypoch (25 %). Alely s velkostami 124 bp,
zastpenie S frekvenciou vyskytu 4 % (Obr. 11).

Na lokuse HVGNIRE bol vo vsetkych analyzovanych genotypoch jaémena
detegovany homozygotny stav (Tab. 11, Obr. 12).
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Obr. 11

Frekvencia vyskytu mikrosatelitnych alel na lokuse HVGNIRE

Tab. 11
Detegované alely na lokuse HVGNIRE
Genotyp Alela (bp) Genotyp Alela (bp)
1 | Dregeruv Imperial 136 13 | Semcicky hospodarsky 132
2 | Hanacky exportny 136 14 | Semcicky pivovar 132
3 |Horicky 132 15 | Stupicky Hanacky 124
4 | Janovicky 136 16 | Stupicky plnozrnny 134
5 |Jindrichovicky K 64 136 17 | Viglassky polojemny 132
6 |Krajova St. Hrozenkov 138 18 | Zborovicky Kargyn 132
7 | Krajova z Orlove 136 19 | Zidlochovicky Gléria 138
8 |Kvasicky 138 20 | Expres 138
9 | Moravsky nepol. IGB 132 21 | Kompakt 126
10 | Moravsky nepol. R 111/12 138 22 | Jubilant 138
11 | Olesensky 136 23 |Nitran 136
12 | Pisarecky 136 24 | Malz 136
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Obr. 12
Elektroforeogram mikrosatelitnych alel lokusu HVGNIRE

V 24 genotypoch ja¢mena sme na piatich sledovanych lokusoch detegovali spolu
37 alel spriemerom 7,4 alel na lokus. Najvyssi pocet alel sme zistili na lokusoch
bol sledovany na lokuse Bmag0211, pri ktorom sme detegovali 3 alely. Z detegovaného
poctu roznych alel na jednotlivych lokusoch mozno hodnotit’” pouzité mikrosatelitné
markery ako markery s pomerne vysokym stupfiom polymorfizmu.

Viaceri autori publikovali podobné vysledky ako bol priemerny pocet alel na lokus
(7,4) ziskany nasimi analyzami (Feng et al., 2006b; Backes et al., 2009; Haseneyer
etal., 2010; Varshney et al., 2010; Sun et al., 2011). Feng et al. (2006b) pomocou
30 mikrosatelitnych markerov detegovali v analyzovanom subore 106 genotypov
tibetského jacmena v priemere 7,63 alel na lokus. Vysledky nasej Stadie sa takmer
zhoduju s poc¢tom alel na lokus (7,6), ktory ziskali Backes et al. (2009) pri genetickej
analyze 240 genotypov jaCmena siatcho (Hordeum wvulgare) vyuzitim
39 mikrosatelitnych markerov. Haseneyer et al. (2010) pomocou 45 mikrosatelitnych
markerov z prepisovanych sekvencii ziskali v 224 genotypoch jarnych ja¢mefiov
celkovo 228 alel s priemernym poctom 6,4 alel na lokus. O nieco vys$$i priemerny pocet
alel na lokus (7,9) zistili Varshney et al. (2010) mikrosatelitnou analyzou stboru
223 genotypov ja¢mena ICARDA. Sun et al. (2011) pouzitim 42 SSR markerov
charekterizovali 175 genotypov ja¢mena, pricom detegovali v priemere 6,62 alel
na lokus.

Znacne nizSie priemerné pocty alel na lokus zistili Pan et al. (2008), Chaabane

etal. (2009), Karim et al. (2010) a Wang et al. (2010). Pan et al. (2008) v kolekcii
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64 genotypov c¢inskych nahych jacmenov zistili v 22 polymorfnych SSR lokusoch
priemerny pocet alel na lokus 4,4, priCom pocet alel na lokus sa pohyboval od 2 do 15.
Chaabane et al. (2009) nasli pri analyze suboru tuniskych jaémenov 1 az 5 alel na lokus
s priemernou hodnotou 2,81 alely na lokus. Karim et al. (2010) sledovanim 12 odréd
tuniskych ja¢menov zaznamenali len 2 az 4 alely na lokus s priemerom 2,87 alel
na lokus. Wang et al. (2010) pomocou 35 mikrosatelitnych parov primerov detegovali
Vv 40 genotypoch ja¢mena priemerne 2,4 alely na lokus, pricom pocet alel na lokus
sa pohyboval od 1 do 5. Dévodom tychto nizkych priemernych poétov alel na lokus
podl'a predpokladu je nizka genetické diverzita analyzovanych genotypov, ktord vznikla
v dosledku vzajomného kriZzenia genotypov.

Boli publikované aj prace, v ktorych autori zistili podstatne vySsi priemerny pocet
alel v porovnani s nasimi vysledkami (Malysheva et al., 2006; Leisova et al., 2007; Jilal
et al., 2008; Orabi et al., 2009). Malysheva et al. (2006) pomocou 48 SSR markerov
hodnotili genetickt diverzitu 953 genotypov ja¢mena povodom z roznych krajin sveta
a zistili priemerny pocet alel na lokus 16,65. LeiSova et al. (2007) prianalyze
176 genotypov ja¢menia 26 mikrosatelitnymi markermi detegovali v priemere 12,6 alel
na lokus. Vysoky priemerny pocet alel na lokus (20,2) zistili Jilal et al. (2008), ktori
pomocou 20 mikrosatelitnych markerov skumali geneticki réznorodost’ a geografické
rozdiely v stibore 304 genotypov ja¢mena pochadzajicich z 29 statov sveta. Orabi et al.
(2009) pouzili 36 mikrosatelitnych markerov na genetické stidie 185 genotypov divych
(Hordeum vulgare ssp. spontaneum) a kultivovanych ja¢menov (Hordeum vulgare ssp.
vulgare) pochadzajicich z regionu Zapadnej Azie a Severnej Afriky, pricom sledovali
priemerny pocet alel na lokus 17,14. Tieto vysoké priemerné pocty alel st spdsobené

vysokou variabilitou analyzovanych odrod.

4.1 STMS technika ako markerovaci systém

Uroveli genetickej roznorodosti medzi sledovanymi genotypmi jaémefia sme
vyjadrili pomocou indexu diverzity (ID), polymorfického informa¢ného obsahu (PIC)
a pravdepodobnosti identity (PI), ktoré sme vypocitali na zdklade frekvencie alel

jednotlivych markerov (Tab. 12).
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Hodnoty indexu diverzity, ktoré vyjadruja roznorodost’ alel v uréitom lokuse, Sme
stanovili vrozmedzi od 0,538 (Bmag0211) do 0,885 (Bmac0040) s priemernou
hodnotou 0,754.

Polymorficky informaény obsah vyjadrujuci informativnost DNA markera
s ohl'adom na frekvenciu alel sa pohyboval v rozmedzi od 0,483 (Bmag0211) do 0,883
(Bmac0040), pricom jeho priemerna hodnota bola 0,738.

Pravdepodobnost’ identity vyjadrujica sakou pravdepodobnostou su dva
porovnavané genotypy identické bola vrozmedzi od 0,006 (Bmac0040) do 0,266
(Bmag0211) s priemernou hodnotou 0,076.

Tab. 12
PrehPlad poctu ziskanych mikrosatelitnych alel a vypocitané hodnoty DI, PIC a PI

Bmac0040 6H 11 0,885 | 0,883 0,006
Bmag0173 6H 11 0,867 0,865 | 0,010
Bmag0211 1H 3 0,538 0,483 0,266
Bmag0225 3H 6 0,753 0,749 0,033
HVGNIRE 3H 6 0,729 0,711 0,065

priemer 7.4 0,754 0,738 0,076

DI - index diverzity
PIC - polymorficky informacény obsah
PI - pravdepodobnost’ identity

Pandey et al. (2006) v 44 lokusoch 107 genotypov ¢inskeho jaCmena zistili vysoku
hodnotu indexu diverzity 0,536, ktora je porovnatena s priemernou hodnotou indexu
diverzity ziskanou nasimi analyzami (0,754).

NaSim vysledkom vel'mi blizke hodnoty polymorfického informacného obsahu
(0,65) identifikovali Pan et al. (2008) na 30 lokusoch v 64 genotypoch jaémena, ako aj
Varshney et al. (2010) s priemernou hodnotou PIC=0,63. Este vysSiu hodnotu PIC
ziskali Jilal et al. (2008), ktori pouzili 20 mikrosatelitnych markerov na odliSenie
304 odrod ja¢mena.

Vysoké hodnoty polymorfického informa¢ného obsahu (PIC) ako aj indexu
diverzity (DI) poukazuji na vysoky stupeil polymorfizmu genotypov jacmeia

V jednotlivych sledovanych mikrosatelitnych lokusoch. Z vysokych hodndt DI
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a PIC ziskanych z naSich analyz je mozné skonsStatovat’, ze pouzité mikrosatelitné

markery st vhodnymi markermi na odliSenie genotypov jaCmena.

4.2 Geneticka roznorodost’ odrod jacmena

Na zaklade zistenych velkosti mikrosatelitnych alel na piatich lokusoch bolo
mozné pomocou UPGMA metody skonstruovat’ dendrogram (Obr. 13), ktory poukazuje
na genetické vztahy medzi sledovanymi genotypmi ja¢mena. Dvadsat’Styri
analyzovanych genotypov ja¢mena bolo hierarchickou klastrovou analyzou rozdelenych
do troch hlavnych klastrov.

V prvom klastri je zoskupenych Sestnast’ genotypov ja¢mena, ktoré boli roz¢lenené
do dvoch podskupin. Podskupina la zahriiujuca desat’ genotypov bola rozdelena na dve
mensSie skupiny. V jednej z nich s obsiahnuté dve dvojice genotypov (Jindrichovicky
K 64 aOlesensky, Krajova z Orlove a Hanacky exportny) spolu s d’al§imi tromi
odrodami (Viglassky polojemny, Pisarecky a Janovecky), pokym druh4 skupina
pozostava z troch genotypov (Zborovicky Kargyn, Krajova St. Hrozenkov a Kvasicky).

+ Zhorovicky Kargyn

+ Krajovd 5t. Hrozenkov
s Kvasicky
——— = OleZensky
la M L & Jindrichovicky K 64
= Krajova z Otlove
L« Handcky exportny
+ Viglaiskv polojemmny
+ Pisarecky
# Janovicky
—= Semcicky pivovar
L« Semcicky hospodarsky
« Malz
s Nitran
+ Kompakt
s Dregenuv Imperisl

1b

« Zidlochovicky Glaria
—= Moravsky nepolichavy R IIT/12
L «Moravsky nepolehavy IGB

3 = Horicky

» Stupicky plhozrnny
« Stupicky Handcky

Obr. 13
Dendrogram 24 genotypov ja¢mena siateho s vyuzitim 5 mikrosatelitnych

markerov
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Novsie sladovnicke odrody jacmena Kompakt aNitran boli zoskupené
do podskupiny 1b pravdepodobne na zaklade rovnakého genetického pdévodu, ked'ze
odroda Nitran bola vySlachtena z odrody Kompakt. Do tejto podskupiny bola zaradena
taktiez novsia sladovnicka odroda Malz, genotyp Dregeruv Imperial a dalSie dva
navzajom blizke genotypy Semcicky hospodarsky a Semcicky pivovar pochadzajuce
z rovnakej geografickej oblasti.

Druhy klaster zahiffia tri genotypy jaémena, z ktorych dvojica genotypov Expres
a Jubilant st novsie sladovnicke odrody, pricom k tymto odrodam je zaradeny genotyp
Zidlochovicky Gléria. V désledku zoskupenia uvedenych genotypov v klastroch 1a a 2
s novsimi odrodami dobrej sladovnickej kvality je predpoklad vhodnej sladovnicke;j
kvality aj tychto genotypov jaémena.

Treti klaster obsahujuci pdt genotypov pozostiva z dvoch dvojic genotypov
a jednej samostatnej odrody Horicky. V pripade dvojice genotypov Stupicky Hanacky
a Stupicky plnozrnny bol klastrovou analyzou potvrdeny rovnaky povod, pretoze
odroda Stupicky plnozrnny vznikla krizenim odrody Starnovsky Kneifl so Stupickym
Hanackym. Dalsia dvojica genotypov zoskupend v tomto klastri, Moravsky
nepolehavy IGB a Moravsky nepolehavy R III/12, m4 pravdepodobne rovnaky pdvod,
0 ¢om sved¢i aj pomenovanie tychto odrdd.

Pouzitim piatich mikrosatelitnych markerov bolo mozné pomocou klastrovej
analyzy odliSit 14 z24 analyzovanych genotypov ja¢mena. Pat dvojic genotypov
(Olesensky a Jindrichovicky K 64, Krajova z Orlove a Hanacky exportny, Semcicky
hospodarsky a Semcicky pivovar, Jubilant a Expres, Moravsky nepolehavy R 11I/12
a Moravsky nepolehavy IGB) sa ndm touto metdédou nepodarilo dostatone odlisit’.
Preto mozno predpokladat, Ze uvedené dvojice genotypov maji rovnaky geneticky
zaklad alebo aj rovnaké miesto vySlachtenia. Nedostatocné rozliSenie ale mohlo byt
sposobené nizkou frekvenciou vyskytu niektorych mikrosatelitnych alel na jednotlivych
lokusoch aj napriek vysokému polymorfizmu markerov. Na dostato¢né odlisenie
vSetkych genotypov je preto potrebné pouzit’ vacsi pocet mikrosatelitnych markerov.

LeiSova et al. (2007) pouzitim 26 mikrosatelitnych markerov analyzovali
176 genotypov jaCmena a 330 genotypov ovsa. Zo ziskanych vysledkov zostrojili
dendrogram, ktory umoznil odliSenie genotypov podla miesta povodu a veku odrody.
Vyskum poukéazal na negativny ucinok Slachtitel'ského procesu na uroven genetickej

diverzity.
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Jilal et al. (2008) analyzovali stbor 304 genotypov ja¢menia pomocou
20 mikrosatelitnych markerov. Na zidklade UPGMA klastrovej analyzy boli jaémene
zoskupené podla regionov do troch skupin. Dalej boli genotypy jaémetiov rozdelené
podla genetickej réznorodosti poddruhov na kultivované jacmene (dvojradové
a Sestradové), divy typ Hordeum spontaneum a poddruh H. agriocrithon.

Pan et al. (2008) previedli mikrosatelitni analyzu na 64 genotypoch tibetskych
nahych ja¢menov. UPGMA Kklastrova analyza vyuzitim 30 mikrosatelitnych markerov
rozdelila jednotlivé genotypy do 5 hlavnych skupin a navzajom od seba odlisila, ¢im bol
dokazany vysoky polymorfizmus medzi tibetskymi nahymi jaémenmi.

Chaabane et al. (2009) analyzovali 12 genotypov tuniskych jacmefniov, ktoré
pomocou 18 mikrosatelitnych markerov na ziklade UPGMA klastrovej analyzy
boli rozdelené do skupiny dvojradovych a Sestradovych jaémenov. V §tadii Haseneyera
etal. (2010) bol UPGMA klastrovou analyzou rozdeleny subor genotypov ja¢mena
na dve skupiny taktiez podla typu klasov.
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Zaver

Na analyzu stboru 24 genotypov ja¢mena siateho sme pouzili STMS metodu
zalozenu na mikrosatelitnych markeroch, ktora odhal'uje polymorfizmus v opakovanych

sekvenciach DNA vyuzitim polymerazovej retazovej reakcie.

Zo ziskanych vysledkov prace mozno vo vzt'ahu k stanovenym cielom vyvodit
nasledovné zavery:

e Celkovo bolo na piatich mikrosatelitnych lokusoch Specifickych pre gendém
jaémena detegovanych 37 alel, priCom priemerny pocet alel na lokus bol 7,4.
Najpolymorfickejsie boli markery Bmac0040 aBmag0173 s pocétom alel 11

e Pre jednotlivé mikrosatelitné markery bol vypocitany index diverzity (DI),
ktorého priemerna hodnota bola 0,754, polymorficky informac¢ny obsah (PIC)
s priemeronou hodnotou 0,738 a pravdepodobnost’ identity s priemerom 0,076.
Ziskané hodnoty poukazuji na vysoky stupeit polymorfizmu hodnotenych
mikrosatelitnych markerov.

e Na zaklade zistenych velkosti mikrosatelitnych alel bol pomocou UPGMA
algoritmu zostrojeny dendrogram naznacujuci vzajomné vztahy medzi
analyzovanymi genotypmi ja¢mena. Pomocou 5 mikrosatelitnych markerov
sme hierarchickou klastrovou analyzou odlisili 14 z 24 genotypov ja¢mena. Cely
sledovany subor jaémena bol rozdeleny na tri hlavné klastre d’alej sa deliace
na mensie skupiny, pricom novsie sladovnicke odrody boli separované v dvoch

skupinach.

Kombinacia pouzitych piatich mikrosatelitnych markerov aj napriek ich vysokému
polymorfizmu sa javila ako nedostacujica na odliSenie vSetkych genotypov
V sledovanom subore ja¢mena, pretoze pét dvojic odrod sa ndm klastrovou analyzou
nepodarilo dobre odlisit. Dévodom toho je pravdepodobne strata genetickej diverzity
danych odrdd pocas Slachtitel'ského procesu, €ize odrody su geneticky vel'mi blizke.
Na spolahlivé odliSenie aj spominanych blizkych genotypov je potrebné pouzit’ vyssi

pocet mikrosatelitnych markerov.
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