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ABSTRACT

The aim of this work was to test possibility that potato R1 gene, which confers resistance
against Late Blight, is present in potato genome in more sequentialy different copies
expressing similar or the same phenotype. To check out this possibility we used bioinformatic
tools for development of specific R1IM3 marker. This marker is designated to amplify 3" end
of R1 gen third exon. We amplified R1IM3 in common with R1M1, which was published
earlier for detection of R1 gene, on set of 103 potato variets. According to public databases 45
potato clones from this set express R1 phenotype. Results of amplification were identical for
both markers among all 103 genotypes tested. 12 clones which express R1 phenotype showed
no amplification of either specific markers. In face of those results we did not prove
hypothesis about R1 gene functional homologues. Nevertheless the amplification reliability of
R1M3 makes it grate candidate for routine application in MAS of potato against Late Blight.
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ABSTRAKT

Cilem piedkladané publikace bylo ovéfit hypotézu existence dosud nepublikovanych
funkénich homologti R1 genu, ktery fidi specifickou rezistenci bramboru vic¢i plisni
bramboru, se stejnym nebo podobnym fenotypem jako R1 gen. Pro tyto ucely byl navrZen
prostiednictvim nastroji bioinformatiky specificky PCR marker R1IM3 na 3" konec tfetiho
exonu R1 genu. Marker RIM3 byl testovan spolecné s diive publikovanym markerem R1M1
na kolekei 103 odrid brambor, kde 45 genotypl mélo fenotypové deklarovanou piitomnost
genu RI1. Vysledky amplifikace obou markerli v rdmci testovaného souboru odriid byly
naprosto identické. Ptesto, ze u 12 ze 45 odrid s deklarovanou pfitomnosti fenotypu R1
nedosSlo k amplifikaci obou specifickych markeri nebyla potvrzena hypotéza o existenci
neznamého homologu R1 genu. Spolehlivost amplifikace markeru RIM3 umoZiuje jeho
rutinni vyuZziti v procesu (MAS) bramboru na rezistenci vici plisni bramboru.
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UvVoD

Rezistence bramboru (Solanum tuberosum ssp. tuberosum) vici plisni bramboru
(Phytophthora infestans), ma charakter horizontélni 1 vertikalni. Rasové¢ specificka rezistence
(vertikalni rezistence) bramboru byla v minulosti ziskané Slechténim bramboru hexaploidnim
botanickym druhem Solanum demissum (WASTIE, 1991). Vertikalni rezistence pochazejici
ze S. demissum je tizena R geny. Tyto geny poprvé popsal a charakterizoval spolecné
s odpovidajicimi geny virulence patogena BLACK et al. (1953), ktery zalozil jejich analyzu
na hypotéze ,,gen proti genu®. Celkove bylo klasifikovano jedenact R genti (R1 — R11) na
zéklad¢ vzajemné kompatibility a inkompatibility specifickych ras patogena a diferenciacnich
klonit (MALCOLMSON et BLACK, 1966). Ptesto, ze v soucasné dob¢ prevazuji v evropské 1
americké populaci plisné bramboru komplexni rasy patogena virulentni ke vSem jedenacti R
gentim, je intenzivné studovana rezidualni u€innost jednotlivych R genii a predevsim jejich
pyramidalnich kombinaci (VAN ECK, 2000). Mozné vyuziti R gent v budoucich
Slechtitelskych programech spocivd zejména v pyramidovani major genu rezistence u velmi
ranych odrid bramboru, kdy rezidudlni u¢innost R genii oddali nastup infekce P. infestans
v obdobi intenzivni tvorby asimila¢niho aparatu bramboru.

Viibec nejrozsifenéjSim a z hlediska molekularni genetiky nejlépe charakterizovanym
R genem bramboru je R1 gen lokalizovany na hornim ramenu chromozému V. Béhem
poslednich let byl tento gen GspéSné¢ mapovan pomoci RFLP (LEONARDS-SCHIPPERS et
al. 1992, marker GP21) a AFLP (MEKSEM et al. 1995, marker AFLP1 a DE JONG et al.,
1997, marker SPUD237) technik. BALLVORA el al. (2002) R1 gen izoloval, identifikoval a
pienesl do nachylné odriidy Desireé. K identifikaci transgenu pouzil specificky PCR marker,
ktery SEDLAK et al. (2005a) a SEDLAK et al. (2005b) oznaéil jako R1IM1 marker a pouil
jej k detekci R1 genu u 320 odriid brambor a 40 botanickych druhti rodu Solanum. Vysledky,
které publikoval SEDLAK et al. (2005a) a SEDLAK et al. (2005b) vedly autora k formulaci
hypotézy o existenci dosud neznamého funkéniho paralogu, nebo alely R1, ktery/a tidi stejny
fenotypovy projev jako R1 gen popsany BALLVORA e/ al. (2002). Cilem ptredkladané prace
bylo s vyuzitim néstroji bioinformatiky vytvotfit PCR markery specifické pro R1 gen a na
souboru odrid brambor s deklarovanym fenotypem R1 ovéfit hypotézu o existenci funkéniho
paralogu nebo alely R1 genu. Dal$im cilem bylo vytvofit novy PCR marker, ktery by umoznil
rychleji a spolehlivéji detekovat gen R1 nez marker RIMI1, pro rutinni vyuziti v procesu
markery asistovana selekce (MAS) brambor na rezistenci vici plisni bramboru.

MATERIAL A METODIKA

Zékladnim materidlem pro celou analyzu bylo Siroké spektrum 103 odrid bramboru.
Tato kolekce byla z &asti tvofena genotypy, které jiz testoval SEDLAK et al. (2005a) a
SEDLAK et al. (2005b) a z &asti byly ziskdny nové genotypy (zejména nositelé fenotypu R1)
jako etiolizované 10 cm rostlinky z in vitro genové banky pii Vyzkumném ustavu
bramboraiském v Havlickové Brods. Fenotypové tudaje byly laskavé poskytnuty VUB
Havlicktiv Brod, s.r.o. pfipadné doplnény z vetfejné piistupnych databazi (europotato.org a
genres.de/eva ). Izolace DNA byla provedena pomoci kitu ,,DNeasy plant Mini Kit* (Qiagen,



SRN) podle instrukci vyrobce. Kvalita izolované DNA byla potvrzena elektroforeticky. Pro
amplifikaci vSech testovanych markeri byly pouzity komponenty PCR reakce firmy
FERMENTAS (Litva). VSechny testované PCR markery byly amplifikovany za identického
slozeni PCR reak¢ni smési: 60 — 90ng templatové DNA; 1X PCR reakéni pufr + 50mM KCl;
2,5mM MgCl,; 0,5uM primery; 200uM dNTP, 1U Taq na 25ul reakce. Markery R1IMI1 a
RIM3 (primery: forward: tigtcaagtcagcctigaat a reverse: ctatcttatttctgcaagaa) byly také
optimalizovany vzhledem k tspote nakladi pro objem 12,5ul PCR reakce. I v tomto piipadé
bylo chemické slozeni PCR reakce identické pro oba markery a lisilo se od 25ul reakci pouze
mnozstvim templatové DNA, které¢ bylo 30ng. RIMI1 marker byl amplifikovan podle
reakéniho profilu uvadéného SEDLAK et al. (2005a) a marker RIM3 v piipadé 25ul reakce
podle reakéniho profilu 94°C 3min., (94°C 6s, 52°C 18s, 72°C 14s)35x, 72°C 2min. a v
ptipadé 12,5ul reakce podle identického profilu, pouze doba nasedani primert byla zkracena
na 16s. PCR reakce probihala vtermocykleru T-gradient Thermocycler (Biometra
WhatmanGmbH, SRN). Separace produkti PCR reakci probihala v 1,5% horizontalnim
agarézovém gelu, v 1x TBE pufru, pfi stejnosmérném napéti 120V po dobu 75minut. DNA
byla barvena ethidium bromidem jehoz hmotnostni podil v agar6zovém gelu byl 0,064% a
0,05% v 1x TBE pufru. Celkové mnozZstvi produktu amplifikace nandSené na gel bylo vzdy
10pl + 1,8 nandSeci barvy. Pro navrzeni specifickych PCR marker bylo vyuzito néstroju
bioinformatiky BLASTN a Primer3.

VYSLEDKY A DISKUZE

Na elektroforeogramech 1 a 2 je zndzornéna amplifikace markeru R1MI, respektive
markeru RIM3 u kolekce 36 odrid brambor. Seznam odrid spolecné s fenotypovou
charakteristikou a vysledky amplifikace obou markert je uveden v tabulce 1. Z obrazkt 1 a 2
a tabulky 1 vyplyva, ze markery R1IM1 a R1M3 amplifikovaly u vybraného souboru 36 odrad
brambor naprosto identicky. V obou ptipadech byl ziskan ocekavany produkt, v prvém
piipad¢ o délce 1400bp a ve druhém piipadé o délce 300bp. Z obou elektroforeogramu je
patrné, ze amplifikace markeru R1M1 a R1M3 probihala u odrtd ¢islo 5, 18, 28, 33, 36 slabé.
Stejna velikost produktli ve srovnani se zonami s intenzivnimi amplifikacemi a reproducibilita
slabych amplifiakci mezi obéma markery néds vedla k oznaCeni slabych amplifikaci jako
dostacujicich k detekci pritomnosti R1 alely.

Vysledky amplifikace obou markerti byly u vSech 103 odrid naprosto identické. Byla
potvrzena nespecificnost amplifikace RIM1 a RIM3 vzhledem k dostupnym fenotypovym
udajum. Celkové bylo v rdmci testovaného souboru 103 odrtid brambor pfitomno 45 genotypt
s deklarovanym fenotypem R1. U celkem 12 genotypii z celkového poctu 45 genotypt
(26,6%) s fenotypové deklarovanou pfitomnosti R1 genu nedoSlo k amplifikaci markera
R1IMI a R1M3.



Obrazek 1 Amplifikace markeru R1M1 u kolekce 36 odriid brambor

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 S

8126 bp
RIMI - 1400 bp
985 bp

590 bp
345bp

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 3435 36 S
8126 bp

RIMI - 1400 bp
985 bp

590 bp
345 bp

S - Lambda DNA/Eco471 (Avall) (Fermentas, Litva)

Obrazek 2 Amplifikace markeru R1M3 u kolekce 36 odrad brambor

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 §

500 bp

RI1M3 - 300 bp 300 bp

200 bp

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 S

500 bp

RIMS3 - 300 bp .

200 bp

S - O’GeneRuler~ DNA Lader Mix, ready-to-use (Fermentas, Litva)



Tabulka 1 Vybrané odridy brambor s fenotypovymi charakteristikami a vysledky amplifikace
markertt R1M1 a R1M3, - nedos$lo k amplifikaci, * doSlo k amplifikaci

klon &islo odrady| RIMI RIM3 deklarovany
fenotyp

Adura 1 _ B y
Adretta 2 - - R1,3
Atleet 3 * " Rl
Baraka 4 _ B 3
Breza 5 * - R
ICarla 6 _ 3 "
Fortuna 7 R } X
IGloria 8 _ 3 "
Hertha 9 * * o
[Chengo 10 _ 3 5
Jizera 11 * " R1
Karmona 12 - - R1
Karpina 13 * + Rl
Lucnica 14 * * Rl
Maris peer 15 * * R1
Milva 16 - B R1
Morene 17 - - R1
[Oda 18 * * R1
Petland crown 19 - i R1.2.3
Prinzes 20 i B 3
Rubin 21 i 3 3
Saturna 22 * " R0
Shiretoko 23 * * R2 (R%)
Sulew 24 - - R1
Schwalbe 25 - - R1.3
Tatranka 26 * " >
Virginia 27 * * Rl R4
|Cami1a 28 * " R0
[Costella 29 * " R0
Détkoselskij 30 * * R1
Dmosser 31 - - R1
Echo 32 * " R1
Fanal 33 * " R0
Feldslohn 34 * " Rl
Fidelid 35 * " Rl
|Chenango 36 * * Rl




Tato prace charakterizuje vytvoreni nového PCR markeru R1IM3 genu R1, ktery udili
bramboru hypersenzitivni rezistenci vii¢i plisni bramboru. Casova nenaroénost a spolehlivost
amplifikace markeru umoziuje jeho rutinni vyuziti v procesu markery asistované selekce
(MAS) brambor na rezistenci vii¢i plisni bramboru.

SEDLAK et al. (2005b) pro detekci genu R1 pouzil CAPS vazbové markery GP21
(LEONARDS-SCHIPPERS et al. 1992, MEKSEM et al. 1995) a SPUD237 (DE JONG et al.,
1997), lokalizované 2,1 cM respektive 0,1 cM proximaln¢ od R1 genu a specificky marker
RIMI1 (BALLVORA el al. 2002). VSechny tfi markery byly testovany na rozsahlé kolekci
320 odrid bramboru a 40 botanickych druhti rodu Solanum. Polymorfizmus vazbovych
markerd GP21 a SPUD237 markerujici dominantni alelu R1 byl pfekvapivé ptitomen u 56%
(marker GP21) a 60% (marker SPUD237) testovanych genotypi z celkového poctu 360
kloni. V dusledku této vysoké frekvence vyskytu jsou uvedené vazbové markery
nepouzitelné pro MAS donord R1 rezistence. Lze ptedpokladat, ze hlavnim divodem
nespecifi¢nosti vazbovych markert je, vzhledem k jejich malym genetickym vzdalenostem od
R1 genu, jejich vysoka frekvence vyskytu a/nebo sekvencéni homologie v rdmci rodu Solanum
(SEDLAK et al., 2005b).

R1M1 marker byl amplifikovan pouze u 16% testovanych genotypti z celkového poctu
360 klonii (SEDLAK et al., 2005b). Nizka frekvence vyskytu markeru v kolekci 320 odrid
brambor a prezence markeru pouze u botanického druhu Solanum demissum, piedstavuji
diikaz specifi¢nosti jeho amplifikace (SEDLAK et al., 2005b). Vysledky testovani kolekce
genotypti markerem RIMI1 porovnaval SEDLAK er al. (2005b) s fenotypovymi
charakteristikami rezistence ziskanymi z vetejné pfistupnych databazi (europotato.org a
genres.de/eva). Vyskyt markeru napti¢ spektrem odrtid s deklarovanou ptitomnosti genu R1,
odrid s deklarovanou absenci genu R1 a pfitomnosti jinych genli R, byl neocekévané znaéné
nespecificky.

V disledku experimentdlnich dikazi (EL KHARBOTLY ef al. 1995, ORDONEZ et
al. 1997) o existenci supresori R gentl, fidicich hypersenzitivitu bramboru vaci plisni
bramboru, bylo mozno vysvétlit pro¢ doSlo k amplifikaci R1IM1 markeru u odrad
s fenotypovée deklarovanou absenci R1 genu. MoZznd nespecificnost amplifikace byla v tomto
pfipadé vyvracena s velkou pravdépodobnosti $tépenim RIMI1 produktu sadou restriktdz,
které provadél SEDLAK et al. (2005a). V disledku vyse uvedenych skuteénosti je mnohem
prekvapivejsi absence amplifikace markeru R1IMI1 u odrid s deklarovanou ptitomnosti R1
fenotypu; celkem 12 z45 odriid. Protoze vzhledem k vysoké frekvenci vyskytu absence
amplifikace markeru RIM1 (12/45 = 26,6%) lze vyloucit nespolehlivost fenotypovych udaja,
pak se jako pravdépodobnd jevi existence dosud neznamého paralogu nebo alely R1 genu,
ktery/a tidi stejny, nebo pododbny fenotypovy projev jako R1 gen. K amplifikaci markeru
RI1M1 by pak u tohoto funkéniho homologu R1 genu nedochazelo v disledku sekvencnich
odlisnosti v oblastech nasedani primert R1M1 markeru (SEDLAK et al., 2005b).

Mozny vyskyt alely, nebo paralogu se stejnym, nebo podobnym fenotypovym
projevem jako R1 gen naznacuji nedavno publikované vysledky studia geni RB, Rpi-blbl a
R3. Gen RB (SONG et al., 2003) a gen Rpi-blbl (VAN DER VOSSEN et al., 2003) jsou



geny Sirokospektralni rezistence S. bulbocastanum vic¢i P. infestans, které byly nezavisle na
sobé klonovany a jejich funkce byla tispé$né potvrzena transformaci nachylnych odrid. Oba
geny jsou lokalizovany na stejném lokusu chromozému 8 a jsou naprosto identické v kodujici
sekvenci, li§i se pouze bodovymi mutacemi a inzercemi v lemujicich oblastech a jediném
spole¢ném intronu. Vzhledem k vyskytu jednonukleotidového polymorfizmu byly geny RB a
Rpi-blbl oznaceny jako alely (VAN DER VOSSEN et al., 2003).

Vysledky podrobného mapovani genu R3, ktery udili bramboru specifickou rezistenci
vaci plisni bramboru, vedly k nalezeni dvou genti R3a a R3b, které vykazuji rozdilny fenotyp
v interakci se stejnymi specifickymi rasami patogena (HUANG et al. 2004). Objev vedl
k nové klasifikaci ras plisn¢ bramboru, kdy naptiklad rasa 89148-27 ptivodné oznacena podle
virulence jako 3,7 ma nyni virulenci 3a,3b,7 (HUANG et al.2004). Je mozné, ze i lokus R1
predstavuje vice genti R s dosud podrobnéji nedefinovanymi specifickymi rezistencemi.
Obdobn¢ by pak mohla existovat rasa, pivodné s virulenci 1 a nyni naptiklad s virulenci la,
1b. Dosud nezndmé podrobnéjsi roz¢lenéni R1 genové rodiny by pak mohlo vysvétlit absenci
amplifikace markeru R1M1 u odrid s deklarovanym fenotypem R1.

Nasim cilem bylo ovéfit hypotézu existence funkéniho homologu RI1 genu
prostiednictvim novych specifickych PCR markert R1 genu vytvofenych naéstroji
bioinformatiky. Pro navrhovani primerti bylo vyuzito databaze NCBI, podprogramu BLASTN
a programu Primer3.

Vétsina dosud zndmych R genl je soucésti pocetnych genovych rodin, kde jsou
jednotlivi ¢lenové rodiny na sebe tzce vazéni vramci vazbovych skupin (VAN DER
VOSSEN et al., 2003). Pfi¢inou tohoto typu uspoiaddni je moznost tvorby novych typt
rezistence prostiednictvim reorganizace vazbovych skupin (inter a/nebo intra genovych
rekombinaci) rovnomérnym a/nebo nerovnomérnym croosing — overem (VAN DER
VOSSEN et al., 2003). Vyskyt analogl rezistentnich genl a jejich pseudogenti znesnadiuje
navrzeni specifickych markerGi pro spolehlivou detekci funkénich R genli. Generovani
specifickych markert pro gen R1 bylo komplikovano i v naSem pfipad¢ desitkami sekvenci
publikovanych v NCBI databazi vysoce piibuznych R1 genu. V nasi laboratofi bylo navrzeno
nékolik PCR markerit kromé genu R1 i pro detekci genu R3a (HUANG ef al. 2005). Ptestoze
v programu BLASTN navrhované primery vykazuji nizkou homologii se vSemi
publikovanymi sekvencemi pro vyssi rostliny, amplifikuji zna¢né nespecificky, prakticky u
vSech testovanych obrtid bramboru a botanickych druhG rodu Solanum. Tyto piedbézné
vysledky naznacuji existenci celé¢ fady dosud nepublikovanych homologli genii rezistence
bramboru vi¢i plisni bramboru.

Pii studiu homologie R1 genu a jeho analogl, se jako nejvice specifickd pro R1 gen
jevila 37 oblast tfetiho exonu R1 genu. Na tuto oblast navrzeny marker R1M3 amplifikoval
specificky a naprosto identicky jako R1MI1 marker u souboru 103 testovanych genotypi.
Nebyla tak zatim potvrzena hypotéza o existenci funkéniho homologu R1 genu. Vytvoieny
marker je vSak moZzno pouzit pro rutinni MAS brambor na rezistenci vici plisni bramboru.

Marker lze spolehlivé amplifikovat v ekonomickém reakénim objemu 12,5ul, pii mnozstvi



30ng DNA za reak¢nich podminek uvedenych v ¢asti metodika. Pfi objemu 12,5ul reakce a
30ng DNA nékdy dochazelo k rozdilné amplifikaci markeru RIM1 u nékterych odrid béhem
opakovani pokusl. Naproti tomu marker R1IM3 amplifikoval za téchto podminek vzdy
naprosto stejné u vSech odriid ve vSech opakovénich. Navrzeny teplotni a Casovy profil pro
amplifikaci markeru RI1M3 trvd vtermocykleru T-gradient Thermocycler (Biometra
WhatmanGmbH, SRN) 51 minut zatimco pro amplifikaci markeru RIM1 je zapotiebi ve
stejném termocykleru 125 minut. Marker RIM3 Ize rutinné vyuzit pro MAS bramboru na
rezistenci vi€i plisni bramboru za dodrzeni podminek kiizeni definovanych Sedlék et al.
(2005b) pro RIM1 marker.

ZAVER

Nebyla potvrzena hypotéza o existenci nejméné jednoho funkéniho homologu RI1
genu, ktery fidi specifickou rezistenci bramboru vuci plisni bramboru, se stejnym nebo
obdobnym fenotypovym projevem jako R1 gen. PCR marker RIM3 navrZeny pro testovani
této hypotézy se jevi jako rychlejsi a spolehlivéjsi specificky marker pro MAS bramboru na
specifickou rezistenci vici plisni bramboru, fizenou R1 genem, nez dfive publikovany marker

RIMI.
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Prispévek vznikl za podpory grantu NAZV QF 4107 Vyvoj metod identifikace a
charakterizace donort rezistence vici plisni bramborové v genofondu bramboru pomoci DNA
markert a biologického testu v in vitro podminkéach.



