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ABSTRACT

Nine RAPD primers were used to distinguish of 38 genotypes of Solanum bulbocastanum.
Tested primers were obtained from Operon Technologies, particulary primers OPG 03, OPG
06, OPG 12, OPG 15, OPG 16, OPG 17, OPA 15, OPAW 15, OPZ 04 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 between different laboratories.
The method is fit to distinguishing of species if the standard conditions are kept.
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ABSTRAKT

Metodou RAPD bylo analyzovdno 38 genotypli planého druhu bramboru Solanum
bublocastanum. Bylo otestovdno 9 dekamerickych primerti kitu Operon Technologies.
Jednalo se o primery OPG 03, OPG 06, OPG 12, OPG 15, OPG 16, OPG 17, OPA 15, OPAW
15, OPZ 04, které poskytly dostatecné mnoZzstvi polymorfnich zon. Elektroforeogramy byly
nasledné statisticky vyhodnoceny shlukovou analyzou na zikladé¢ Diceho podobnostnich
koeficientl. Shlukovéa analyza prokazala rozdily mezi testovanymi genotypy. PouZitelnost
metody je vSak limitovéana relativné niz$i reprodukovatelnosti RAPD analyz mezi riznymi
laboratofemi, pfesto ji pfi dodrZeni standardnich podminek 1ze pouzit pro identifikaci vétSiny
druhti rodu Solanum.
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UvVoD

V soucasné dob¢ je znamo jz ptes 200 druhti rodu Solanum. Lilek hliznaty (Solanum
tuberosum L.) patii celosvétové mezi velmi vyznamné hliznaté okopaniny. Naprosta vétSina
péstovanych odrid botanicky pfislusi k poddruhu tuberosum. Rod lilek je rozdélen na celou
fadu sekci, podsekci a sérii. Rozd€lenim rodu Solanum na tyto systematické kategorie
popisuje napt. Hoekstra (2000). V rodu Solanum se nachazeji druhy diploidni, triploidni,
tetraploidni, pentaploidni 1 hexaploidni (Rybacek, 1988). Solanum tuberosum ssp. tuberosum
a Solanum tuberosum ssp. andigena jsou druhy tetraploidni, jedna z hypotéz predpoklada, ze
vznikly v oblasti dne$ni Jizni Ameriky procesem tetraploidizace z botanického druhu S.
vernei a naslednym prokiizenim téchto ptivodnich forem (Rybacek, 1988). Hawkes (1992)
vysvétluje vznik domestikovanych forem bramboru odliSnym zpiisobem — a to kiizenim S.
leptophyes a S. canasence a néslednou zamérnou negativni selekci zaméfenou na eliminaci
rostlin s hotkymi hlizami provadénou ¢lovékem. Timto zplsobem popisuje vyvoj prvnich
kulturnich diploidnich druhii, pojmenovanych S. stenotomum a S. phureja. Jina teorie vzniku
S. tuberosum ssp. andigena uvadi napiiklad moznost podilu hybridizace S. stenotomum x S.

sparsipilum. Nasledny vyvoj v poddruh S. tuberosum ssp. tuberosum byl spojen s adaptaci na
dlouhodenni podminky letniho obdobi v Evropé (Vejl, 2002).

Rada botanickych druhii je v soudasné dobé testovana a nasledné pak i vyuZzivany
zejména pro potencialni vnaseni gent odolnosti k riznym abiotickym a biotickym stresim
(Domkarova, 2001). Jedna se piedevSim o druhy S. demissum (zdroj rezistence vuci plisni
bramboru a PLRV), S. acaule (PVX, PLRV, PSTV, rakovina brambor, had’atko bramborové,
mrazuvzdornost), S. chacoense (PVA, PVY, pliseni bramboru, mandelinka bramborova), S.
spegazzinii (Fusarium, rakovina brambor, had’atko 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 druht bramboru pii kiizeni zhorSuje nckteré hospodarské
vlastnosti (vynos, stolni hodnotu, morfologii a velikost hliz apod.). Tyto nedostatky musi
Slechtitel ptrekonat zpétnym kiizenim. Dalsi alternativou vneseni pouze zddoucich gent je
uziti genového inzenyrstvi, vyuziti pfimé ¢i nepfimé trasngenoze. Song et al. takto prenesli
gen RB pochazejici zS. bublocastanum do S. tuberosum pricemz transgenni rostliny
vykazovaly zvySenou odolnost k napadeni plisi bramboru. Trasngenozi byly téz vytvofeny
odriidy New Leaf a New Leaf Plus (Monsanto) odolné k viru PVY a mandelince bramborové.
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bramboru. Virulence Phytophthora infestans /Mont./ de Bary se neustale vyviji a dochazi tak
k prekonavani odolnosti stavajicich odriid. Predpokladanou koevoluci této patogeni oomycety
s planymi druhy rodu Solanum v ptvodnich lokalitach vyskytu doslo pravdépopodobné ke
vzniku rezistence. Pfitomnost nespecifické rezistence u mexickych planych druhi zkoumali
napt. Soest et al. jiz v roce 1984. Pomoci metod genového inzenyrstvi jsou do stavajicich
odrid vnaseny jednotlivé R-geny (v minulosti ziskavané predevSim ze Solanum demissum).
Predpoklada se tvorba odriidy se zachovalymi znaky, tvofenou smési linii s riznymi R-geny,
které budou lépe odolavat infekci a zpomalovat Sifeni v porostu. Predpokladem tuspéchu



Slechténi na odolnost je optimalni znalost zdroju rezistence, moznosti jejiho vyhledavani mezi
kulturnimi a planymi druhy bramboru. Diploidni druh Solanum bulbocastanum, pochazejici
z Mexika a Guatemaly, je potencidlnim zdrojem trvalé, rasové nespecifické rezistence vici
plisni bramboru (Vossen, 2003). Genotypy vzniklé somatickou hybridizaci S. bulbocastanum
a S. tuberosum byly shledany vysoce rezistentni k plisni bramboru a to i pod silnym
infekénim tlakem (Helgeson, 1998). Studiu rezistence S. bulbocastanum se vénoval té€Z napf.
Bradeen (2003).

Piedpokladem pro identifikaci a vyuziti potencidlnich genii rezistence v novych
odridach je nutné podrobné hodnoceni a charakterizace vychozich zdroju rezistence — tedy
planych druhi.  Pro analyzy genotypti rodu Solanum se Casto pouziva metoda RAPD
(Random amplified polymorphic DNA) zalozend na amplifikaci specifickych fragmetnt
DNA. Hosaka (1994) pouzil 31 RAPD markert pro vzajemné odliSeni 67 odrid z celkového
poctu 73 genotypt. Sosinski a Douches (1996) hodnotili vhodnost 16 RAPD primert a
vybrali 10 primerd, které poskytly specifické produkty u 46 severoamerickych genotypt
brambor. Identifikaci planych druhd a hledanim zdroji rezistence se zabyval také napiiklad
Kuhl (2001). Demeke et al. (1993) taktéz dospé€l k nazoru, ze RAPD , fingerprinting” je ve
srovnani s RFLP analyzou vyrazné rychlejsi a levnéjsi.

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material

Testovany materidl byl ziskan z kolekce genotypii genové banky pii Vyzkumném
ustavu bramboraiském Havlickiv Brod a dale z Potato Introduction Station, Wisconsin,
USA. Jednalo se o genotypy Solanum bulbocastanum (seznam testovanych genotypil je
uveden v tab.1).

Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna pomoci komeré¢né¢ dodavaného izola¢niho kitu DNeasy
Plant Mini Kit od firmy Qiagen a kitu Plant Gene Elute od firmy Sigma. K izolaci byly
pouzivany in vitro rosliny.

Amplifikace DNA

DNA byla amplifikovana v termocykleru T-Gradient (Biometra, Némecko). Pro
ziskani polymorfnich zon bylo pouzito 9 oligonukleotidovych sekvenci z kitu firmy Operon
Technologies: OPG 03, OPG 06, OPG 12, OPG 15, OPG 16, OPG 17, OPA 15, OPAW 15,
OPZ 04 (jednotlivé sekvence viz. http://operon.com)

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



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

Elektroforeticka separace a vizualizace

Produkty RAPD reakce byly separovany v horizontalnim, 1,5 % agar6zovém 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 (ptiklady elektroforeogrami viz. obr. 1, 2). Potfizené snimky byly nasledné
digitalizivany na stolnim scaneru a vyhodnoceny pomoci programu Statistica 7 pro Windows.
Podobnost jednotlivych drah byla hodnocena na zakladé ptitomnosti (,,1°) ¢i absence (,,0°)
mbandu“ vkazdé zoné odpovidajici kazdému amplifikovanému polymorfnimu fragmentu
DNA pomoci Diceho podobnostnich koeficientli. Byly porovnany vsSechny ziskané
elektroforeogramy a vypracovana shlukovd analyza, jejimz vysledkem je pfilozeny
dendrogram (obr.3).

Tab. 1 Seznam testovanych genotypl

v

C. charakteristika genotypu:
1. - 21. |populace S. bulbocastanum PI 243510, Wisconsin USA
22.-24. |S.bulbocastanum Genova banka Havl. Brod, PI 243345
25.-29. |S.bulbocastanum Genova banka Havl. Brod, PI 243512
30. S.bulbocastanum Genova banka Havl. Brod, 8003
31. S.bulbocastanum Genova banka Havl. Brod, 8010
32.-33. |S.bulbocastanum Genova banka Havl. Brod, PS 12/16
34.-38. |populace S.bulbocastanum PI 243510, Wisconsin USA

VYSLEDKY A DISKUZE

Izolace vysokomolekularni DNA splnila kvalitativni pozadavky pro naslednou
amplifikaci, koncentrace ziskané DNA byla ovéfena UV-spektrofotometricky na zakladé
vyuziti Lambert-Beerova zdkona definujiciho mnozstvi DNA v izolatu dle hodnot absorbance
pii vinové délce 260nm. Nasledné byla provedena optimalizace metody RAPD a to z hlediska
casové teplotniho profilu a sloZeni reakéni smési.

Z celkového poctu 10 primert bylo vybrano 9 dekamerickych primert, které umoznily
vzajemné odlisit jednotlivé genotypy. Pro identifikaci byly pouZity primery sady Operon
Technologies (USA). Genetickd vzdalenost byla hodnocena na zékladé¢ pouze téch RAPD
produktli, které se vyznaCovaly reprodukovatelnosti amplifikace a zaroven optimalné
vyjadiovaly variabilitu testované¢ho souboru genotypti.

Vstupni udaje zadavané do programu Statistica 7 pro Windows vychazely pouze
ze specifickych polymorfnich zéon. RAPD zény, které nevykazovaly mezi jednotlivymi
testovanymi genotypy polymorfismus, nebyly pro hodnoceni pouzity. Toto kritérium bylo



rovnéz zachovano pii hodnoceni zén, které byly jen slabé amplifikovany a nebylo mozné je
reprodukovateln¢ identifikovat.

V dusledku slozité reakéni kinetiky je RAPD velmi citliva na reakéni podminky, které
mohou zpusobit velké rozdily v reprodukovatelnosti vysledkt. Jednim z hlavnich faktori je
druh a koncentrace termostabilni polymerazy, koncentrace tohoto enzymu pro RAPD je
vrozmezi 2-5U /100ul objemu, obecné plati, ze sristem koncentrace roste i pocet
amplifikovanych produkti, pfi velmi vysoké koncentraci jiz vSak vznikaji nereprodukovatelné
fragmenty (Caetano-Anollés, 1992). Dilezitym faktorem pro specificnost amplifikace je téz
volba ,,annelacni® teploty a ¢asovych parametr amplifikace. Obecné plati, ze vyssi teplota
zarucuje vyss$i specificnost hybridizace mezi primerem a templatovou DNA a tim se snizuje
frekvence nespecifickych amplifikaci. Waugh et al. (1992) uvadi optimalni ,,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 dochézi k zjednodusovani RAPD spektra a to
predevsim v disledku tbytku slabych zén. 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 variability byla provedena shlukova analyza vychdzejici
z Diceho podobnostnich koeficientd ziskanych vyhodnocenim vSech polymorfnich zén a
nasledné grafické vyjadieni genetické vzdalenosti pomoci dendrogramu (Obr.3). Markerovaci
schopnost RAPD z6n lze téz hodnotit napfiklad jejich relativni cetnosti vyskytu u
jednotlivych genotypi (Demeke et al., 1993).

Obr.1 Elektroforeogram marekru OPG 17
legenda.: S — hmotnostni standard ADNA/Eco471(Avall)

Oznaceni genotypii je uvedeno v tabulcel.
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Obr.2 Elektroforeogram marekru OPAW 15
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Obr.3 Dendrogram
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Z vyse uvedeného dendrogamu je patrné, ze pouzité RAPD primery umoznily odlisit
vSech 38 testovanych genotypti. Dale lze konstatovat, Ze genetickd piibuznost testovanych
genotypt  Solanum  bulbocastanum Dbyla pomémé vysokd. Z grafického znazornéni
procentudlni neshody lze odvodit, Zze témét 95% testovanych genotypl vykazuje 80-ti %
shodu genomi pii hodnoceni pomoci uvedenych 9-ti primerii. Provedena analyza téz
potvrzuje, ze populace genotypl se jevi jako vysoce heterozygotni a genetickd variabilita
v ramci druhu je tedy pomérn€ znac¢na.

V ptilozeném dendrogramu lze odlisit zhruba ¢tyfi skupiny genotypi, do prvni lze
zaradit genotypy: 1, 3,4, 5,7, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 34, 36, 37 (S. bulbocastanum, populace
PI 243510), dale 25, 26, 27, 28, 29 (S. bulbocastanum Havl. Brod PI 243512), dale 32, 33 (S.
bulbocastanum Havl. Brod, PS12/16), druha skupina zahrnuje 8, 10, 35 (S. bulbocastanum,
populace PI 243510), dale 22, 23, 24 (S. bulbocastanum Havl. Brod PI 243345), do tfeti
skupiny lze zaradit 2, 6, 9, 12, 18, 19, 20, 21(S. bulbocastanum, populace PI 243510), 31 (S.
bulbocastanum Havl. Brod 8010) a do posledni skupiny zbyvaji 30 (S. bulbocastanum Havl.
Brod 8003) a 38 (S. bulbocastanum, populace PI 243510).

Z provedenych analyz vyplyva, ze materidl dodany genovou bankou pfi Vyzkumném
ustavu bramborarském Havlickliv Brod a materidl ziskany z Potato Introduction Station,
Wisconsin, USA, pfislusi k témuz botanickému druhu Solanum bulbocastanum L.

Na zaklad€¢ vysledk@ provedenych analyz byla potvrzena dostacujici rozliSovaci
schopnost RAPD analyzy a lze ji tedy pii dodrZeni standardnich podminek doporucit napft.
pro spravu genovych zdrojii v ramci genovych bank.

ZAVER

Na zakladé uvedenych vysledkt Ize vyvodit, ze zvoleny metodicky postup a vybrané
oligonukleotidové primery umoznily spolehlivé odlisit genotypy jednotlivych vzorkti druhu
Solanum bulbocastanum. V pribéhu experimenti bylo potvrzeno, ze je nezbytné dodrzet
standardni podminky pro dosazeni opakovatelnych RAPD profild vhodnych pro odliSeni
genotypu. Pro pfipadné vyuziti metody se doporucuje optimalizace podminek pro konkrétni
laboratorni podminky.
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