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Abstract

Seven RAPD primers were used to distinguish of 20 genotypes of several wild potato species.
Tested primers were obtained from Operon Technologies, particulary primers OPG 02, OPG 03, OPG
06, OPG 12, OPG 16, OPG 17 and OPAW 15, which provided sufficient number of polymorphic bands.
Polymorphic bands were evaluated by bulked analyse using Dice’s coefficient number of similarity
individual electrophoreograms. Analyses have shown significant differences between tested genotypes.
Applicability of this method is limited because of lower reproducibility of RAPD. The method is fit to
distinguishing of species if the standard conditions are kept.
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Souhrn

Metodou RAPD bylo odliseno 20 genotypt nékolika planych druhli brambor. Bylo otestovano 7
dekamerickych primeri kitu Operon Technologies. Jednalo se o primery OPG 02, OPG O3, OPG 06,
OPG 12, OPG 16, OPG 17, OPAW 15, které poskytly dostatecné mnoZstvi polymorfnich zon.
Elektroforeogramy byly nésledné vyhodnoceny shlukovou analyzou na zakladé Diceho podobnostnich
koeficientll. Shlukova analyza prokazala vyznamné rozdily mezi testovanymi genotypy. Pouzitelnost
metody je vSak limitovana relativné niz$i opakovatelnosti RAPD analyz, pfesto ji pii dodrzeni
standardnich podminek 1ze pouzit pro identifikaci vétSiny druht rodu Solanum.

Uvod

Lilek hliznaty (Solanum tuberosum L.) patii celosvétové mezi velmi vyznamné hliznaté okopaniny.
Naprosta vétSina odrid botanicky prislusi k poddruhu tuberosum. Rod lilek je rozdélen na celou fadu
sekei, podsekci a sérii. Rozdélenim rodu Solanum na tyto systematické kategorie popisuje napft.
Hoekstra (2000). V rodu Solanum se nachazeji druhy diploidni, triploidni, tetraploidni, pentaploidni i
hexaploidni (Rybéacek et al. 1988). Solanum tuberosum ssp. tuberosum a Solanum tuberosum ssp.
andigena jsou druhy tetraploidni, jedna z hypotéz ptredpokladd, ze vznikly v oblasti dneSni Jizni
Ameriky procesem tetraploidizace z botanického druhu S. vermei a naslednym prokiiZzenim téchto
puvodnich forem (Rybacek et al. 1988). Hawkes (1994) vysvétluje vznik domestikovanych forem
bramboru odliSnym zplsobem — a to kiiZzenim S. leptophyes a S. canasence a naslednou zdmérnou
negativni selekci zaméfenou na eliminaci rostlin s hotkymi hlizami provadénou ¢lovékem. Timto
zpiisobem popisuje vyvoj prvnich kulturnich diploidnich druh@, pojmenovanych S. stenotonum a
S. phureja. Jina teorie vzniku S. tuberosum ssp. andigena uvadi napiiklad moznost podilu hybridizace
S. stenotonum x S. sparsipilum. Nasledny vyvoj v poddruh S. tuberosum ssp. tuberosum byl spojen
s adaptaci na dlouhodenni podminky letniho obdobi v Evropé (Vejl, 2002),



Ostatni botanické druhy jsou v soucasné dobé vyuzivany zejména pro vnaSeni gent odolnosti
k riznym abiotickym a biotickym stresim

Literarni prehled

Nespornym uspéchem produkéniho Slechténi je, Ze v optimalnich podminkach se teoreticky
vynosovy potencidl brambor miize pohybovat az kolem 120t/ha. V bézné praxi se vSak tohoto maxima
ziidka kdy dosahne, a to pfedev§im z divodu, Ze u soucasnych vysoce produk¢nich odrid, slechténych
pievazné na maximalni vynosnost, doslo k vyraznému snizeni pfirozené¢ odolnosti vii¢i chorobam a
Skiidetim. Tento fakt vedl k vytvofeni ndzoru, ze by se moderni §lechténi mélo ve vEétsi mife zaméfit na
zvySovani odolnosti brambor vici vlivim abiotickych a biotickych stresi. Téchto cili se snazi
dosahnout tzv. rezistentni Slechténi orientované na zlepSeni piirozenych mechanismi obrany na bazi
geneticky fixovanych vlastnosti.

Nedostatek rezistenci vii¢i chorobam a skiidcim u evropskych odrad vedl k mnohym sbératelskym
vypravam pocatkem 20.stoleti do center ptivodu. Bylo celosvétové zalozeno nékolik kolekei
genetickych zdroji brambor.

Jiz v roce 1909 Salaman identifikoval rezistenci vic¢i plisni bramboru u hybrida S. tuberosum x
S. demissum (Muller, Black, 1951). Odolné¢ “W-klony*“ produkované stejnou technikou byly
v sortimentu némeckych odrtad ptiblizné ve stejné dob¢ (Ross, 1979). Manipulaci ploidie se zietelem na
parametr EBN (,,endosperm balance number®), umoznuje vyuziti $ir§tho spektra druht brambor pro
vneseni genil do Tuberosum (Hawkes, 1992, Ortiz, 1992). Moznosti vyuziti gend rezistence muze
rovnéz rozsifit somatickad hybridizace (flize protoplastt). Je piekvapivé, Ze relativné malo druhii bylo
doposud vyuzito ve Slechténi modernich odrad (Ross, 1986, Plaisted, 1989). Jedna se piedevsSim o
druhy S. demissum (zdroj rezistence vii¢i plisni bramboru, vici viru PLRV), S. acaule (PVX, PLRV,
PSTV, rakovina brambor, had’atko bramborové, mrazuvzdornost), S. chacoense (PVA, PVY, plisen
bramboru, mandelinka bramborova), S. spegazzinii (Fusarium, rakovina brambor, hadatko
bramborové), S. stoloniferum (PVA, PVY) a S. vernei (had’atko bramborové¢). Prilezitostné byly vyuzity
i druhy S. microdontum, S. sparsipilum, S. verrucosum, S. phureja, S. tuberosum ssp. andigena,
S. commersonii a S. maglia. Vyuzivani planych druhi bramboru pfi kiizeni zhorSuje nékteré
hospodaiské vlastnosti (vynos, stolni hodnotu, morfologii a velikost hliz apod.). Tyto nedostatky musi
Slechtitel piekonat zpétnym kiizenim. Dalsi alternativou vneseni pouze zadoucich genl je uziti
genového inZenyrstvi, vyuZiti pfimé ¢i nepfimé trasngenoze. Song et al.(2003) takto pfenesli gen RB
pochazejici z S. bublocastanum do S. tuberosum ptiCemz transgenni rostliny vykazovaly zvySenou
odolnost k napadeni plisi bramboru. Trasngenozi byly téZ vytvoteny odriidy New Leaf a New Leaf Plus
(Monsanto) odolné k viry PVY a mandelince bramborové.

Pii odliSovani genotypli brambor se velice Casto pouziva metoda RAPD (Random amplified
polymorphic DNA) zalozena na amplifikaci specifickych fragmetni DNA. Hosaka ef al. (1994) pouzil
31 RAPD markert pro vzajemné odliseni 67odrtid z celkového poctu 73 genotypt. Sosinski a Douches
(1996) hodnotili rozliSovaci schopnost 16 RAPD primerd a vybrali 10 primert, které poskytly
specifické produkty u 46 severoamerickych genotypti brambor. Identifikaci planych druht a hledanim
zdrojl rezistence se zabyval také naptiklad Kuhl (2001). Demeke ef al. (1993) taktéz dospél k nézoru,
ze RAPD . fingerprinting® je ve srovnani s RFLP analyzou vyrazné rychlejsi a levnéjsi.

Metodika

Biologicky material

Testovany materidl byl ziskdn zkolekce genotypti genové banky pifi Vyzkumném tstavu
bramborarském Havlicktiv Brod. Jednalo se o genotypy nékolika botanickych druht brambor (seznam
testovanych genotypt je uveden v tab. 1).



Izolace DNA

DNA byla izolovana z in vitro kultur pomoci komercniho kitu DNeasy Plant MiniKit od firmy
Qiagen z vychozi hmotnosti rostlinného pletiva 100mg.

Amplifikace DNA

DNA byla amplifikovana v termocykleru T-gradient (Biometra, Némecko). Pro ziskdni
polymorfnich zén bylo pouzito 7 oligonukleotidovych sekvenci z kitu firmy Operon Technologies:
OPG 02, OPG 03, OPG 06 5, OPG 12, OPG 16, OPG 17, OPAW 15 (jednotlivé sekvence viz.
http://operon.com)

Slozeni 25ul reakéni smési bylo nasledujici: 10 ng templatové DNA, 0,7U Taq DNA polymeraza
(Sigma, Némecko), 1x PCR puft, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 25ng primer, 2x deionizovand voda.

Casové teplotni profil RAPD reakce byl nastaven takto: Ix 94 °C, 260s, 40x (94°C, 30s
denaturace, 36,5 °C, 45s annealing primeri, 72 °C, 90 s extenze), 1x 72°C, 300s

Elektroforeticka separace a vizualizace

Produkty RAPD reakce byly separovany v horizontalnim, 1,5 % agarézovém gelu. K separaci bylo
pouzito zafizeni firmy Bio-Rad (USA). Elektroforeogramy byly vizualizovany dle standardnich
protokolu ethidium bromidem a pod UV zafenim dokumentovany pomoci kamery Polaroid. Potizené
snimky byly nasledn¢ digitalizivany na stolnim scaneru a vyhodnoceny pomoci programu GelManager
for Windows. Podobnost jednotlivych drah byla hodnocena na zaklad¢ ptitomnosti (,,1°) ¢i absence
(,,0%) ,,bandu‘ v kazdé zo6né odpovidajici kazdému amplifikovanému polymorfnimu fragmentu DNA
pomoci Diceho podobnostnich koeficientti. Byly porovnany vsSechny ziskané elektroforeogramy a
vypracovana shlukova analyza, jejimz vysledkem je pfilozeny dendrogram.

Tab. 1: Seznam testovanych genotypii

Cislo vzorku: |druh:

1 Solanum phureja

2 Solanum demissum
3 Solanum demissum
4. Solanum demissum
5

6

7

8

Solanum berthaultii
Solanum berthaultii
Solanum berthaultii

) Solanum berthaultii
9 Solanum berthaultii

10. Solanum berhaultii

11. Solanum bublocastanum
12. Solanum bublocastanum
13. Solanum bublocastanum
14, Solanum bublocastanum
15. Solanum bublocastanum
16. Solanum pinnatisectum
17. Solanum microdontum
18. Solanum verucosum

19. Solanum vernei

20. Solanum stoloniferum




Vysledky a diskuse

Z celkového poctu 10 primerti bylo vybrano 7 dekamerickych primert, které umoznily vzajemné
odlisit jednotlivé botanické druhy. Pro identifikaci byly pouzity primery sady Operon Technologies
(USA). Genetickd vzdalenost byla hodnocena na zdkladé pouze téch RAPD produktd, které se
vyznaCovaly reprodukovatelnosti amplifikace a zdroven optimalné vyjadiovaly variabilitu testovaného
souboru genotyptl.

Obrazek 1: Elektroforeogram RAPD produktii — primer OPAW 15
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Pozn.: S — hmotnostni standard ADNA/Eco471(Avall)
Oznaceni genotypii je uvedeno v tabulcel.

Vstupni udaje zaddvané do programu GelManager for Windows vychéazely pouze z druhové
specifickych polymorfnich zon. RAPD zo6ny, které nevykazovaly mezi jednotlivymi testovanymi druhy
polymorfismus, nebyly pro hodnoceni pouzity. Toto kritérium bylo rovnéz zachovano pii hodnoceni
z0On, které byly jen slabé amplifikovany a nebylo mozné je reprodukovatelné identifikovat.

Tab. 2: Matice Diceho podobnostnich koeficientu vyjadiujici podobnost (%) mezi RAPD profily
jednotlivych analyzovanych genotypi (seznam genotypu s prisluSnymi Cisly viz. tab. 1)
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V tabulce (tab. 2.) jsou uvedeny hodnoty Diceho podobnostnich koeficientt, které byly ziskany
vyhodnocenim vSech polymorfnich zén. Hodnoty Diceho podobnostnich koeficienti byly pouzity pro
sestaveni dendrogramu uvedeného na obrazku 2.

Obrazek 2: Dendrogram vyjadiujici genetickou vzddlenost ziskany na zakladé vyhodnoceni viech
polymorfnich RAPD zon (pFibuznost) testovanych genotypii
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V disledku slozité reakéni kinetiky je RAPD velmi citlivd na reakéni podminky, které mohou
zpusobit velké rozdily v reprodukovatelnosti vysledkli. Jednim z hlavnich faktora je druh a koncentrace
termostabilni polymerazy, koncentrace tohoto enzymu pro RAPD je v rozmezi 2-5U /100ul objemu,
obecné plati, Ze sristem koncentrace roste i pocCet amplifikovanych produktl, pii velmi vysoké
koncentraci jiz vSak vznikaji nereprodukovatelné fragmenty (Caetano-Anollés, 1992). Dulezitym
faktorem pro specificnost amplifikace je téz volba ,annelacni teploty a c¢asovych parametra
amplifikace. Obecné plati, Ze vyssi teplota zarucuje vyssi specificnost hybridizace mezi primerem a
templatovou DNA a tim se snizuje frekvence nespecifickych amplifikaci. Waugh et al. (1992) uvadi
optimdlni ,,annelacni teplotu 35°C, Singsit a Ozias-Akins (1993) 36°C, Mandolino et al. (1996) 38°C,
Caetano-Anollés (1992) pozoroval, ze s rostouci teplotou dochazi k zjednoduSovani RAPD spektra a to
predevsim v disledku ubytku slabych zon. Z vySe uvedeného plyne, Ze optimalni teplota se pohybovala
mezi 35-38°C. Pti provadéni RAPD analyz v této praci byla zvolena teplota 36,5°C.

Pro statistické zhodnoceni mezidruhové variability byla provedena shlukova analyza vychazejici
z Diceho podobnostnich koeficientii a naslednym grafickym vyjadfenim genetické vzdalenosti pomoci
dendrogramu. Markerovaci schopnost RAPD z6n Ize téz hodnotit napiiklad jejich relativni Cetnosti
vyskytu u jednotlivych genotypt (Demeke et al., 1993).

Z uvedeného dendrogramu je patrné, ze soubor genotypil lze rozdélit do nékolika skupin z hlediska
jejich genetické vzdalenosti. Vzniklo 5 ,,shluki* genotypii a to: 1.skupina zahrnujici S. stoloniferum a S.
verrucosum, 2.skupina S. berthaultii, 3.skupina S. demissum, 4.skupina S. vernei, S. microdontum a S.
phureja, 5.skupina S. bulbocastanum a S. pinnatisectum.

Zaver
Na zdkladé uvedenych vysledkii lze vyvodit, Zze zvoleny metodicky postup a vybrané
oligonukleotidové primery umoznily spolehlivé odlisit genotypy jednotlivych testovanych botanickych
druhti rodu Solanum. V prubéhu experimentl se potvrdilo, Ze je nezbytné dodrzet standardni podminky
pro dosazeni opakovatelnych RAPD profili vhodnych pro odliSeni genotypt.. Pro ptipadné vyuziti
metody se doporucuje optimalizace podminek pro konkrétni laboratorni podminky.

Hodnocenim Variability druhﬁ rodu Solanum se zabyval i J. G Hawkes (citace Bradshaw J. E
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krizitelnosti (stupne p101d1ty) jednotlivych druhti. Rod Solanum rozclenil na 2 subsekce (,,Estolonifera*



a ,,Potatoe*). Subsekce potatoe je déle tfidéna na 19 serii, pficemz druhy testované v rdmci této analyzy
spadaji do téchto sérii:

1. Bulbocastana: S. bulbocastanum(2x, 3x)

2. Pinnatisecta: S. pinnatisectum (2x)

3. Tuberosa (plané): S. berthaultii (2x), S. microdontum. (2x, 3x), S. vernei (2x), S. verrucosum

(2x)
4. Tuberosa (kulturni): S. phureja (2x)
5. Longipedicellata: S. stoloniferum (4x)

6. Demissa: S. demissum (6X)
Pozn.: (x =12)

Genetické vzdalenosti testovanych genotypt vychdzejici z provedené RAPD analyzy se shoduji se
zavery, které uvadi Bonierbale et al. (1990), ktery pomoci metody RFLP porovnaval 18 planych druhti
brambor. K podobnym vysledkiim dospé€l i Spooner et al. (1991). Taxonomickym ttidénim diploidnich
planych druht brambor pomoci AFLP se zabyvali téZ Lara-Cabrera a Spooner (2004).
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