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ABSTRACT

Within a collection of 41 genetic resources of pEpper genotypesapsicum annuunh.)
genetic variability using 8 microsatellite markesss tested. Three of the microsatellite
markers Hpms 1-1 Hpms 1-168andHpms 1-27% provided uniform spectra in all analyzed
genotypes. From 2 to 7 alleles were detected ferrést of microsatellite loci. Totally 27
alleles were detected, which means an averagdddlkele per one microsatellite locus. The
size of amplified products was determined withie thmits of 172 — 340 base pairs. The
highest number of different alleles was detectadguslpms 1-5andHpms 2-21primers (7
alleles). The calculated average DI value was Q0330-0.74), average Pl value was 0.55
(0.04-1.00) and average PIC value was 0.32 (0.08}0.The low value of PIC indicates
higher level of genetic similarity between analyzgshotypes. Based on statistical evaluation
a dendrogram of similarity was constructed. Disttitn of the analyzed genotypes in the
dendrogram implies a high level of similarity withsome genotypes and on the contrary
there is a presumption of genetically different ena within other genotypes of the same or
similar name. Molecular data were complement witlorphological measurement by
descriptor lists for genus Capsicum. These reslitsv the possibility of duplicities in the
current collection of genetic resources of red pepp
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UvoD

Velky pocet vzorki v kolekcich genovych zdnbj vede k problémm jak s
charakterizaci jednotlivych polozek, podmicich jejich nasledné vyuziti, tak i procesem
regenerace, nutnym pro dalSi uchovani Zivotaschgipsemen. Z&hto divoda byl v 80.
letech minulého stoleti zaveden koncept ,core” kolgtj. mensiho souboru, zachovavajiciho
na zaklad podrobného genetického, morfologického a agronkéfhic popisu, co nef{sSi
genetické spektrum vychozi kolekce (Brown, 1983p Pachovani integrity a fudkosti
uloZzenych vzorik semen, je poebné zajistit dlouhodobou konzervovanost celéhdkispe
genetické diverzity a zarokeudrZzovani dostat@ého mnozstvi osiva pro uzivatele. Na druhé
straré je v genovych bankach udrzovareda pravdpodobr totoznych vzork, které jsou
v3ak uchovavany podiznymi ¢isly EVIGEZ (Cesky informani systém genovych zdij
Tyto vzorkycasto pochazeji Ziznych zahragnich zdroji a @ispivaji ke zvysené natoosti
na udrzovani kolekce a ro¥h ke zvySovani nezadouci genetické eroze — koleksahuji
vysoké péty vzorki genovych zdrdi, jejich geneticka variabilita je vSak nizka. Gérlet
eroze ve svem tdledku vede ke snizovani Slechtitelského pokrokuyeazré omezuje
moznost reakce na pozadavkisfiteli a spoiebitel.

Pro studium genetické diverzity a variability jesm&asné dob k dispozici mnoho
metod, nap morfologicka charakteristika, analyza rodokrerbiochemické markery
piedevsim proteiny a jejiclizné izoenzymoveé varianty a dynamicky se vyvijeclakarni
(DNA) markery atd (Koch, 1998). Vzhledem k vysokénsiupni polymorfizmu a
kodominatnimu charakteruédicnosti se vramci DNA markér velmi dolde uplatiuji
mikrosatelitni markery (SSRs Simple Sequence Rep@atgyuziti detekce polymorfizmu
mikrosatelii pro studium genetické diverzity a variability bypmpsano wady rostlinnych
druhi mnoho autory, nap u hrachu (Haghnazari et al., 200B9pky (Li et al., 2007) atd.
Z uvedeného kratkého nastinu jgejma vhodnost metody SSR i pro studium genetické
variability u papriky.

Cilem prace byla detekce variability SSR maiikervybranych genovych zdioj
papriky Vyzkumného Ustavu rostlinné vyroby, v.Genové banky Olomouc zatelem
identifikace gipadnych duplicit v kolekci.

MATERIAL A METODIKA

Geneticka variabilita byla detekovana u 41 genitypprik CapsicumL.) (Tab. J.
Material byl gstovan v izolénich klecich na pozemcich VURYV, v.v.i. GB Olomokde
byly v pribéhu celého vegetaiho obdobi genotypy popisovany podle dvou klagttki:
IPGRI /27 znalk/ (IPGRI, 1995) a UPOV /44 znak Pouzité klasifikatory se vzajemn
dophuji, protoZze kazdy je den pro jiny typ popisu. Klasifikator IPGRI je aan pro
morfologicky popis genetickych zdioja klasifikdtor UPOV pro morfologicky popis
uznanych odrd. Popisuje se habitus (vySka,cad nodi...), listy (délkacepele, tvar, zviéni
okraji...), kwty (postaveni kstt, barva kétni koruny...), plody (tvar, délka, barva
v konzumni zralost...) a semekg. Jako genetickych markebylo vyuZzito polymorfizmu
DNA, ktery byl detekovan metodou SSR. Pro molekiilanalyzy byla genomova DNA



izolovana  pomoci izotmiho kitu Invisorb Spin Plant Mini Kit (f. Ivitek)z listi
napsstovanych rostlin na @atku kveteni. Z kazdé rostliny byly pro izolaci bdény 4 listové
disky (80 mg). Koncentrace DNA ve vzorku byla pol&i zjiS€na fluorimetricky. Pro SSR
analyzy bylo pouzito 8 SSR markepopsanych v literate u papriky (Lee et al., 2004;
Minamiyama et al., 2006).

Reakni smés pro PCR o celkovém objemu gbobsahovala:

* 30 ng templatové DNA,

« 1 UTagpolymerazy (Promega, USA),

* 1x koncentrovany odpovidajici pufr,

* 5 pmol fluorescetné znateného forward primeru,

* 5 pmol reverse primeru,

* 0,1 mM sngsi dNTPs.

Teplotni acasovy profil PCR reakce byl nasledny: 1 cyklus @4180 s; 35 cyki 94
°C 60 s, 50-55 °C (v zavislosti na pouzitém paimeri) 60 s, 72 °C 120 s; 1 cyklus 72 °C
600 s. Produkty PCR bylyredkezne testovany pomoci agardsové elektroforézy. Proyanal
vzorka byla pouzita kapilarni elektroforéza ABI Prism B1®omoci software Gene Marker
1.3 byl vyhodnocen pet a velikost produkt Nasledg byla sestavena binarni matice, kde 1
znamena fitomnost produktu a O absenci produktu. Tyto hognbyly statisticky
zpracovany pomoci programu FreeTree a grafickpcgvany do podoby dendrogramu
pomoci programu TreeView. Pro kazdy SSR marker bgypocteny hodnoty: indexu
diversity (DI), pravdpodobnosti identity (Pl) a polymorfniho inforgmdho obsahu (PIC)
(Russell et al., 1997) .

VYSLEDKY A DISKUZE

V rdmci kolekce genovych zdrpjpapriky byla testovana variabilita mikrosatelitmic
markei. Z 8 analyzovanych SSR markeposkytovaly 3 SSR markery uniformni spektrum
(Hpms 1-1, Hpms 1-168aHpms 1-27% uvSech analyzovanych genotypapriky. U
ostatnich mikrosatefitbylo detekovano od 2 do 7 alel. Celkem bylo detéko 27 alel, coz
je v praméru 4,0 alely na lokusT@b. 2. Velikost amplifikovanych produktse pohybovala
vrozmezi 172-340 bpTéb. 3. Nejwtsi rozdil od pimérné velikosti (Lee et al., 2004;
Minamiyama et al., 2006) byl detekovan u SSR marképms 1-168+36 bp) aCams 163
(+46 bp). NejvySsi pmet alel byl detekovan u mikrosatéliHpms 1-5aHpms 2/21(7 alel).
Minamiyama et al. (2006) zjistili u SSR markeCams 1639 alel)aCams 64710 alel)
V naSem pipad se tyto SSR markery vyzéavaly nizSim pétem alel, tj.Cams 6476 alel)
aCams 163(2 alely). Pamérny paiet alel na lokus je srovnatelny s jinymi autoryerkt
uvadtji hodnoty 2,9 (Minamiyama et al., 2006) a 3,0 (Kwet al., 2007).

Primérné hodnota DI byla 0,33 (0,00-0,74)apwr Pl 0,55 (0,04-1,00) a fipack
PIC byla vypd@itana pimérna hodnota 0,32 (0,00-0,73)gb. 4. Pramérna hodnota PIC byla
niz8i v porovnani s hodnotou 0,76, kterou wjiadee et al. (2004) ip studiu fiznych
zastupé rodu Capsicum Pododnou hodnotu 0,46 uvgidv rdmci studia dihaploidnich linii



papriky Capsicum annuujrMinamiyama et al. (2006). Nizka hodnota PIC ukana vyssi
stupdi genetické podobnosti mezi analyzovanymi genotygyrigy.

Na zaklad statistického zpracovani byl sestaven dendrogradolmosti (Nei a Li
koeficient) analyzovanych genotypapriky (Tab. 5. U analyzovaného souboru genatyge
poddilo statisticky vyznamaé odliSit & genotypy (Hatvanid. 13/, Japan a Madarszeh 29
ac¢. 30/) od ostatnich 38 analyzovanych gendtypRozloZzeni analyzovanych genoiyp
v dendrogramu naztiaje vysoky stupge podobnosti v ramci dkterych polozek se stejnym
resp. podobnym nazvem, rfapAstrachanskijd. 10 a 11/; Bogyiszloi¢/ 26/ a Bogyiszloi
Vastaghusu¢l 27/; Konservnyj Belyj 289¢/ 18 a 40/; Tetenyi¢/ 1 a 33/ apod. Naopak
u dalSich polozek v ramci studovaného souborugdgoklad, Ze se jedna o geneticky odliSné
materialy.

Pfi srovnani morfologického hodnoceni 10 skupin w@wagt (dle nazvu genotypu)
paprik s dendrogramem lze odvodit nasledujici skasti:

e zastupci skupiny Tetenig. 1 a 3 se nepodio na zaklad morfologického

klasifikatoru rozliit a i molekularni data vykakzuysoky stup# podobnosti,

e zastupce skupiny Kalocsai Fuszer (EderR se vyrazé odliSuje od zbyvajicich
dvou zastupt /¢. 3 a 4/, kté jsou si dle morfologickych znéka polymorfizmu
SSR markar geneticky velmi blizci@br. 1 a 3,

e U zastupt skupiny Bogyiszloi¢. 26 a 27 byly po strance polymorfizmu DNA i
morfologické velmi podobni,

* naopak v ramci morfologického hodnocefiiZastupci skupiny Konservnyj Belyj
nebyla pozorovana variabilita, ale & @nalyze SSR mark&rdoslo k rozliSeni
zastupce. 41 od zbyvajicich dvou genotyp

e zastupci skupiny Vinedale se vyzoaali jak vysokou variabilitou morfologickych
znald, tak i variabilitou SSR markér

ZAVER

Vysledky prezentované prace ukazuji praktickoukayli metod detekce molekularni
genetiky v ramci kolekce genovych zdrgaprik. Je #ejmé, Ze je velmi vhodné kombinovat
tyto metody s metodami morfologického hodnocend RpSi a pesrEjSi zavry je nutné

aplikovat vysSi peet polymorfnich SSR markiera analyzovat &sSi paet rostlin v ramci
jednotlivych zastupc Toto je ednttem dalSi prace.
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Tab. 1 — Prehled testovanych genotypd
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Tab. 2 — charakteristika SSR markerd

SSR marker |lokalizace na chromozomu | poéet alel | rozp éti (bp) | poznamka
Hpms 1-1 1 1 270 monomorfni
Hpms 1-5 6 7 296-320
Hpms 1-168 16 1 172 monomorfni
Hpms 1-172 11 2 338-340
Hpms 1-274 7 1 175 monomorfni
Hpms 2-21 10 7 266-296
Cams 163 5 2 248-250
Cams 647 3 6 188-224
pramérny pocet alel na lokus je 4,00
Tab. 3 — Velikost amplifikovanych produktd v bp
SSRmarker | 1 [ 2 {3 |4 ]| 5| 6| 78] 9]10|11]|12(13|14]|15]|16 |17 (18|19 ]|20 ]| 21
Hpms 1-1 270]270]|270[270(270]270]270]|270|270({270[270]270)|270|270(270[270]|270)|270]|270(270(270
Hpms 1-5 318|320(308(308|312)318|320|318(312|308|308|318)|296(308({318|318]318|318|308(308(320
Hpms 1-168 |172 172|172 |172(172(172|172 172|172 |172|172|172|172|172|172[172(172|172|172|172]|172
Hpms 1-172 [340)340|340|340(340(340|340)|340)340|340({340|340|338|340|340(340({340|340|340|340|340
Hpms 1-274 [175]175|175|175(175(175|175]|175|175|175[175|175|175|175]|175[175(175|175]|175]|175]|175
Hpms 2-21 [294]292|294|294(288[292]290]|290)| 296|294 [294[294]294)|294]294 (294 [294]290]|292]| 288|292
Cams 163 |248|250|248(248|250]248|250| 250250 |250|250|248]) 250|250 (250 |250|250] 250|250 [ 248|250
Cams 647 |224]224|218(218(188]218|218|218(218(212|212|224)|224(188(212|212|188|224|220 (224|224
SSRmarker | 22 | 23 | 24 [ 25|26 |27 |28 |29 [30|31]|32|33|34(35|36]37]|38]|39]|40]|41
Hpms 1-1 270]270|270(270(270]270]270|270|270({270|270]|270|270|270(270|270|270|270|270(270
Hpms 1-5 320[310(318(308|320)320|310/308(308|308]308|318)308|308(318|308|308|306|318(320
Hpms 1-168 |172 172172172 [172|172|172 172|172 [172(172 172|172 |172|172|172|172|172|172|172
Hpms 1-172 [340]340|340|340(340(340|340)338)|338|338[340[340|340)|340|340[340(340|340|340] 340
Hpms 1-274 |175|175|175|175(175|175]|175|175|175(175(175]|175|175|175|175|175|175|175|175(175
Hpms 2-21 [294 294290294 (294 [294|270)|292|288|288[288|294|294|294|288 266 [290|294]|290| 294
Cams 163 | 250|250 250|250 250] 250|250 250 | 250 [ 250|250 | 248 248 | 250 [ 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
Cams 647 |224]218|224(224(190]190|188|224(224(218|218|224)|218(212(220|218|218|218|224 (224
Tab. 4 — DI, Pl a PIC SSR markerd
DI P pIc
SSR marker . . . pravdépodobnost polymorfni informacni
index diverzity . .
identity obsah
Hpms 1-1 0,00 1,00 0,00
Hpms 1-5 0,73 0,10 0,70
Hpms 1-168 0,00 1,00 0,00
Hpms 1-172 0,18 0,69 0,16
Hpms 1-274 0,00 1,00 0,00
Hpms 2-21 0,68 0,09 0,67
Cams 163 0,31 0,52 0,26
Cams 647 0,74 0,04 0,73
Pramér 0,33 0,55 0,32




Tab. 5 — dendrogram podobnosti
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Obr. 1 - Postaveni plodd genotypu 09H3100243 Obr. 2 — Postaveni plodd genotypu 09H3100244




