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Abstract

The RAPD method was used to distinguish sixteen varieties of common wheat. Four primers —
decameric oligonucleotides were selected as genotype-specific RAPD products. It concerned these
following primers: OPCS5, P49, RAPD7, RAPDO9. For these analyses were optimised method of DNA
isolation, amplification conditions and visualisation of electrophoreograms. All statistical evaluatioun
was done using GelManager for Windows computer program. Genotype variability was expressed by
bulked analyse by Dice coefficient of similarity.
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Souhrn
Metoda RAPD byla pouzita pro odliSeni Sestnacti odrid pSenice obecné. Byly vybrany Ctyfi
primery — dekamerické oligonukleotidy, které poskytovaly genotypové specifické RAPD produkty.
Jednalo se o primery OPC5, P49, RAPD7, RAPD9. Pro tyto analyzy byla optimalizovana metoda
izolace DNA, podminky amplifikace a vizualizace elektroforeogramti. Pro veSkeré statistické
vyhodnoceni byl pouzit program GelManager for Windows. Genotypova variabilita byla vyjadifena
pomoci shlukové analyzy na zakladé Diceho podobnostnich koeficientt.

Uvod

PSenice obecna (Triticum aestivum L.) predstavuje v celosvétovém meéfitku jednu
z nejvyznamnéjSich obilovin. Produkce této plodiny zajist'uje nejen vyzivu obyvatelstva, ale je rovnéz
dalezitou soucasti krmiv hospodaiskych zvifat a vyznamnou vstupni surovinou pro fadu odvétvi
zpracovatelského primyslu (Benada et al., 1981). Tato studie predstavuje vyuziti genetickych markert
zalozenych na polymorfismu DNA pro odliSeni odriid pSenice obecné, kterou lze z hlediska obecné
molekularni genetiky povazovat za jeden z modelovych druhi s dobie popsanym genomem.Geneticka a
Slechtitelska pracovisté na celém svété se zabyvaji vypracovanim metody identifikace odriid s vyuzitim
biochemicko-genetickych markerti. Tyto snahy jsou zapfi¢inény hlavné neustale se zvySujicim poctem
odrid. Zejména RAPD markery byly taspésné vyuzity pro identifikaci odrid mnoha zeméd¢€lskych
plodin a pfi zjiStovani genetické variability v rdmci druht nebo 1 mezi druhy.

Literarni prehled

K aplikaci PCR markerti u pSenice a ostatnich hospodarsky vyznamnych plodin vede obtiznost
rozliSeni odriidd v podobé semen ¢i sadby pomoci morfologickych znakii. Dosud pouzivané metody
k identifikaci odrid jsou neekonomické a zejména v podob¢ vegetanich zkouSek velmi casové
narocné. Detekce rozdilu mezi genotypy na uUrovni druh, poddruh, odriida, linie atd. na zaklad¢
odlisnosti DNA, zjisténé za pomoci PCR markerti, ozna¢ujeme terminem ,,fingerprinting*. Pro tento
odridovy ,,fingerptinting* byva od 90. let 20. stoleti velice casto pouzivana metoda RAPD (Vejl, 2002).



Na zéklad¢ téchto genetickych markert mizeme také urCit vyrovnanost F; hybridl, stupen
homozygotnosti a zajistit tak pozadovanou uniformitu odridy (Rom et al., 1995)

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) pfedstavuje amplifikaci DNA s jednim
nahodnym primerem (piiblizné¢ 6 — 12 béazi) ndhodné hybridizujicim s templatovou DNA. Reakce
probihd za pfitomnosti jednoho kratkého oligonukleotidu (8 — 10 nukleotidl) s ndhodné vybranou
sekvenci bazi, genomové DNA, smési nukleotidi dANTP, reakéniho pufru a termostabilni DNA
polymerazy. Amplifikace je rozdélena do tfech zékladnich kroki: denaturace templatové DNA,
nasedani primerd tzv. ,,annealing* a prodluZovani nov¢ vznikajiciho fetézce DNA. RAPD na rozdil od
specifické PCR nevyzaduje znalost cilovych sekvenci DNA (Repkova a Relichova, 2001).

Vyhoda RAPD spocivéa ve velké rychlosti analyz a detekci polymorfismli a v moznosti testovani
vysokého poctu primerti souc¢asné. Nevyhodou metody je detekce prevazné dominantnich markerd,
detekce odlisnych lokust pti odliSnych kiizenich a velkd zavislost na typu termocykleru a podminkach
amplifikace (Gale a Witcombe, 1992).

Caetano-Anollés et al. (1997) poukazuji na omezeni a nevyhody uplatnéni RAPD analyzy.
Ptedevsim na nizkou reprodukovatelnost vysledki, odlisné vysledky z riiznych laboratofi a variabilitu
vysledkl zptsobenou zménami v termalnim cyklu.

RAPD markery v genetice pSenice pouzili naptiklad Demeke et al. (1996), Dweikat et al. (1993),
Francis et al. (1995), Joshi a Nguyen (1993), Ko et al. (1993), Loarce (1993), Vejl (1997a), Vejl
(1997b).

Metodika

Biologicky material

Pro RAPD analyzy bylo pouzito 16 genotypt pSenice obecné (Triticum aestivum L.). Jednalo se o
tyto odrady: Apache (1), Banquet (2), Complet (11), Corsaire (3), Drifter (4), Ebi (5), Mladka (12),
Nela (13), Rheia (14), Rialto (6), Samanta (15), Sandra (7), SG-S5-02 (8), Sparta (9), Sulamit (16), Zdar
(10).

lzolace DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci komeréné doddvaného izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini
Kit od firmy Qiagen a kitu Plant Gene Elute od firmy Sigma. K izolaci byly pouzivany listy kli¢nich
rostlin.

Kvalita izolované DNA (vysokomolekularita) byla ovéfena pomoci elektroforetické separace v 1%
agarozovém gelu na horizontalni elektroforéze. Vyizolovana DNA byla kvantifikovana pomoci UV-
spektrofotometru a poté fedéna na koncentraci 10 ng.pl-1.

Amplifikace DNA

Polymerazova tetézova reakce probihala v termocykleru T-gradient (Biometra, Némecko). Byly
vybrany 4 primery, které poskytovaly u souboru dvaceti odriid polymorfni RAPD produkty. Jednalo se
o tyto primery: OPCS5, P49, RAPD7 a RAPDO.

Pro RAPD reakci bylo chemické slozeni nasledujici: 10 ng templatové DNA, 30 ng primeru, 1x
PCR puft, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1U Tag polymerazy. Reakéni smés byla prevrstvena 17 pl
mineralniho oleje. Pro RAPD byl pouzit nami optimalizovany teplotni a Casovy profil uvedeny
v tabulce 1.

Elektroforeticka separace RAPD produkti a pocitacova analyza elektroforeogramti

Pro separaci amplifikovanych fragmenti DNA byla pouzita horizontdlni 1,5 % agarézova
elektroforéza (pfistroj firmy Bio Rad, USA). Vizualizaci umoziuje pfitomnost ethidium bromidu
v agarozovém gelu a prosviceni na UV transiluminatoru paprsky o vinové délce 312 nm. Agardzové
gely neni mozno uchovavat, proto byla pofizena fotodokumentace fotokamerou Polaroid. Byl pouzit



graficky zpusob zadavani bindrnich dat (pfitomnost-absence polymorfni zony) do programu
GelManager for Windows, ktery umoznil komplexni vyhodnoceni variability. Byly porovnany vSechny
ziskané elektroforeogramy a vypracovana shlukova analyza, ze které jsme ziskali dendrogram a
podobnostni matice Diceho koeficientu.

Tabulka 1: teplotné casovy profil optimalizované RAPD reakce

Kroky RAPD Teplota [°C] | Cas [s] | Pocet cykli
pocatecni denaturace 94,0 260 1
denaturace 94,0 30 39
,annealing® 37,8 45 39
prodluzovani 72,0 90 39
zaveérecné prodluzovani | 72,0 300 1

uchovani produkti 4,0 max. 1

Vysledky a diskuse

Vysledkem izolace DNA byla vysokomolekuldrni DNA, kterd byla otestovana a po kvantifikaci
nafedéna na koncentraci 10 ng.ul”. Otestovana DNA byla pouZita pro reakci nahodné amplifikace
polymorfni DNA — RAPD. Bylo vyzkouseno 42 primert, znichz 33 za danych podminek reakce
amplifikovalo a pouze 4 primery poskytly genotypové specifické RAPD zony. Pro specifi¢nost
amplifikace jsou dalezitym faktorem ,,annelacni teplota a ¢asovy profil RAPD reakce. Rlzni autofi
uvadi rozdilné ,,annelacni® teploty v intervalu 35 °C — 38 °C. Pro ziskani vysledkl v této praci byla
pouzita teplota 37,8 °C. Z elektroforeogramli RAPD polymorfnich produkti jednotlivych odrid byl
vyhodnocen rozsah genotypové variability zaddnim udaji do programu GelManager for Windows,
jehoz vysledkem byla matice Diceho podobnostnich koeficientii (tabulka 2). Ta byla pouzita pro
sestaveni dendrogramu. Joshi a Nguyen (1993) charakterizovali pomoci RAPD markeru 15 odrad
pSenice obecne, Gonzalez a Ferrer (1993) provedli RAPD analyzu 19 druhii a poddruhii rodu Hordeum
a RAPD markery vyuzili pro identifikaci odrad také Loarce et al. (1996), Vierling a Nguyen (1992) a
Vejl (1997a).

Obrazek 1: Elektroforeogram RAPD produktii (primer RAPD7 u souboru 16 odrid pSenice)

Pozn.:

S — hmotnostni standard ADNA/Eco47I (Avall)
Oznaceni genotypu je uvedeno v kapitole metodika



Obrazek 2: Elektroforeogram RAPD produktii (primer OPC5 u souboru 16 odrid pSenice)

5 16 15 14 13 12 11

Pozn.:
S — hmotnostni standard ADNA/Eco471 (Avall)
Oznaceni genotypu je uvedeno v kapitole metodika

Tabulka 2: Matice Diceho podobnostnich koeficientii vyjadiujici podobnosti v % mezi RAPD profily
analyzovanych odriud pSenice. Oznaceni genotypu je uvedeno v kapitole metodika

16 |100
15 |0 [100
14 10 43 100
1310 22 10 [100
12 10 |55 |67 |0 |100
11 140 |33 160 |0 |57 |100
10 |0 (33 |40 |0 |57 |25 |100
9 10 |53 46 |0 |60 |36 |55 [100
25 27 46 |0 40 |55 |55 143 |100

57 167 29 |67 40 |60 |62 46 |100
57 150 44 160 20 146 31 |33 |100
40 46 |0 140 36 36 43 43 31 |46 |100
50 160 |0 86 |50 [75 |73 |55 |80 |40 |36 100
50 |57 22 |55 |50 (33 |40 |53 |57 |43 |40 |50 100
53 162 |0 |60 |55 36 |43 43 |46 |62 |57 |55 |67 100
25 |53 46 |0 40 36 |36 29 43 31 |31 |43 |36 |40 |57 |100
16 |15 |14 13 12 [11 ]10 9 8 |7 6 |5 4 3B 2 |1
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Obrazek 3: Dendrogram charakterizujici variabilitu mezi analyzovanymi odriidami pSenice
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Z uvedeného dendrogramu je patrné, Ze mezi odridami Mladka a Drifter je nejnizs$i genotypova
variabilita. Nejvétsi genetickd vzdalenost od ostatnich genotypt byla prokazana u odridy Sulamit.

Zavér
Vysledky experimentt, které sledovaly moznost vyuziti RAPD markert pii odliSeni jednotlivych
odrtd pSenice obecné, potvrzuji, ze metoda RAPD je vhodnym postupem pro feSeni této problematiky.
Pro odliseni Sestnécti odrid byly dostacujici 4 primery poskytujici polymorfni produkty. Pro spolehlivé
odliSeni rozsahlejsiho souboru odriid bude navrzeno otestovat a vybrat vétSi mnozstvi primert, jejichz
vysledkem budou polymorfni zény vhodné pro vyhodnoceni. Nevyhodou je relativné vysoka citlivost
metody, a proto je vhodné metodu vzdy optimalizovat pro dané laboratorni podminky.
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