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SUHRN

V analyzach genémovej DNA sme pracovali s 23 genotypmi Fanu siateho (Linum
usitatissimum  L.) technikami PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP
a PCR-REMAP. Celkovy polymorfizmus pri pouziti jednotlivych prajmerov predstavoval
65-91,6 % atieto techniky sa ukazali vhodnymi pre analyzu genetickych vztahov lanu.
Zhlukovanie UPGMA analyzou prebehlo podl'a genetického pozadia rodokmenov jednotlivych
genotypov. V ramci analyzovanej kolekcie boli vSetkymi pouzitymi prajmermi v rovnakych
zhlukoch vetvového ¢lenenia v pripade PCR-RAPD techniky spajané tri skupiny genotypov
av pripade techniky PCR-ISSR dve skupiny genotypov. Pouzitim prajmerov odvodenych
od LTR usekov retrotranspozénov pre techniky PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP sme
v subore dosiahli polymorfizmus 68,7-86,4 %, pricom v zhlukoch vetvového ¢lenenia sa
odhalili fylogenetické vztahy nezavisle od prislusnosti populacie ku krajovym odrodam,
modernym odroddm a liniam.

Analyza polymorfizmu medzigénovej DNA bola pouzita pre odrody aich vzajomné
F, hybridy I'ul’ka zemiakového. Na zaklade vysledkov DNA analyz méZzeme konstatovat,
ze vysoky stupenn polymorfizmu sledovanych odréd aich hybridov je dosledkom aktivity
a vysokého zastipenia Tstl retrotranspozonu v genéme l'ul’ka zemiakového. VElehovanie sa
kopii Tstl retrotranspozonu do genému, tetraploidny pocet chromozémov jadra bunky
a povod odrdd boli pravdepodobne podstatou zistenej vysokej variability DNA polymorfizmu
hybridov. PCR-ISSR technikou boli F; hybridy rozdelené do troch zhlukov, spolu s kazdou
odrodou vstupujticou do krizenia a samostatného zhluku medzi oboma tymito odrodami.

Ziskané vysledky je mozné pouzit v oblasti ziskavania objektivnych udajov
pre identifikdciu a vzajomné rozliSovanie odrdd, ktoré sa uplatnia v génovych bankach
apri pravnej aobchodnej ochrane vysledku $lachtenia, mnozenia osiva, autorskych,
licenénych a inych prav §lachtitel'a, mnozitel'a a majitel'a odrody a pri tvorbe vychodiskového
§lachtitel'ského materialu.

Kricové slova: lan siaty, (Linum usitatissimum L.), Pulok zemiakovy, (Solanum tuberosum
L.), retrotranspozon Tstl, retrotranspozon FRODO, PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP,
PCR-RBIP, PCR-REMAP



ABSTRACT

A total genomic DNA of twenty-three flax (Linum usitatisssimum L.) genotypes were
analyzed using PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP and PCR-REMAP
techniques. The range of total polymorphism using different primers was 65-91,6 % what
make the techniques suitable for flax germplasm analyses. Clustering of flax population using
UPGMA was based on pedigrees of every single population. Three groups of populations
for PCR-RAPD and two groups of populations for PCR-ISSR were found as repeating
in the nearest clusters in the scope of analyzed collection after evaluation of all dendrograms.
The range of polymorphism using primers designed from LTR of retrotransposons
for PCR-IRAP, PCR-RBIP and PCR-REMAP was 68,7-86,4 %. Clustering of flax population
in this case was based on relations of old land populations with cultivars.

The intergene DNA polymorphism analyses of potato F; hybrids and cultivars used
in breeding process was accomplished by PCR-IRAP, PCR-RBIP and PCR-REMAP
techniques. We can conclude that the polymorphism degree of tested genotypes
is due to Tstl potato retrotransposon activity and high accumulation in potato genome.
The insertion variability of Tstl retrotransposon copies, tetraploids genome and genotype
origin has resulted in high hybrids variability. The variability was characterized by significant
cluster polymorpfism within the F, generation and its connection towards ancestors.
Two clusters with cultivars used in breeding process and one between them was achieved using
UPGMA analysis of PCR-ISSR technique.

Results can be used in the field of identification, distinguishing and managing populations
in the gene banks and in legal and commercial sphere by protecting the rights of plant-breeders
and cultivar owners as good as by breeding new cultivars.

Key words: flax, (Linum usitatissimum L.), potato, (Solanum tuberosum L.), retrotransposon
Tstl, retrotransposon FRODO, PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP,
PCR-REMAP



UVOD

Jednym zo zakladnych postupov pouzivanych k hodnoteniu biologickej rozmanitosti sa
v stCasnosti stali genetické markéry. Tieto umoziiuju na urovni bielkovin alebo priamo retazca
deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) urcovat,, aké alely st pritomné v genémoch jednotlivych
jedincov.

Predchodcami molekularnych markérov pri hodnoteni genofondu rastlin boli
morfologické a fyziologické markéry, ktoré viak alebo vykazovali nizky polymorfizmus, kedze
vo fenotypovom prejave maju vacsinou dve az tri varianty, alebo intenzita ich prejavu bola
podmiena prostredim.

Genetické markéry sa zameriavaji na hodnotenie molekuly DNA, a to alebo nepriamo
cez bielkoviny, tzv. molekulové markéry, alebo priamo na retazcoch molekuly DNA, DNA
markéry. Pri hodnoteni molekuly DNA sa vysledky ziskané tymito technikami stavaju
nezavislé na podmienkach, v ktorych je rastlinny material pestovany, ¢o poskytuje v porovnani
s ich predchodcami tymto technikdm obrovsku vyhodu.

Pri volbe zo Sirokého spektra moznosti hodnotenia populdcii na molekularnej urovni
musime brat’ do ivahy charakter informacii, ktoré chceme analyzou polymerazovou ret'azovou
reakciou (PCR) ziskat’, laboratorna ackonomicka naro¢nost’ techniky ako aj vlastnosti
pouzitého rastlinného materialu.

Technika schopna produkcie diagnostickych znakov akejkolvek DNA vzorky
neradioaktivnym znaCenim v kratkom ¢ase, vyuzivajica jeden prajmer s nahodnym
usporiadanim pre zmnozenie ndhodnych sekov v genéme bez poznania konkrétneho poradia
nukleotidov je oznacovana ako PCR-RAPD, teda polymorfizmus ndhodne zmnozenej DNA.

Opakujuce sa poradia nukleotidov v gendomoch rastlin umoziujii zmnoZenie oblasti medzi
jednoduchymi opakovaniami nukleotidov, oznacované ako PCR-ISSR, kedy predlzovanie
fragmentov. DNA v PCR reakcii je zabezpeCené naviazanim prajmerov zlozenych
z opakujucich sa poradi nukleotidov mikrosatelitu.

Dalsimi informativne nosnymi technikami st analyzy medzigénovej DNA rastlin
na zaklade polymorfizmu vytvaraného jedine¢nym biologickym procesom, retrotranspoziciou.
Vyuzitelnost’ retrotranspozonov ako molekularnych markérov je dana ich usekmi na obidvoch
koncoch retrotranspozonu s variabilnou dizkou a poradim nukleotidov. V pripade hodnotenia
polymorfizmu dizky produktov PCR vo vnutri retrotranspozonu alebo medzi dvoma
retrotranspozonmi oznaCujeme tieto techniky ako PCR-RBIP a PCR-IRAP.
Ak hodnotime polymorfizmus zmnozenych usekov medzi retrotranspozénmi a mikrosatelitmi,
ide 0 PCR-REMAP techniku.

Riesenie dizertaénej prace nadvdzuje na vyskumné projekty Katedry genetiky
a §lachtenia rastlin FAPZ SPU v Nitre v oblasti mapovania genému rastlin.



1. PREHLI’AD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY
1.1 Hodnotenie zbierok genofondu rastlinnych druhov
Predchodcami dnes pouzivanych molekularnych markérov pri hodnoteni genofondov

rastlin boli morfologické, fyziologické a biochemické markéry. Nevyhodami ich pouzivania
vSak su zavislost na vplyve prostredia alebo maly pocet pri morfologickych markéroch
anepotvrdenie rozdielov medzi genotypmi pri biochemickych markéroch. Molekulové
markery su zamerané na hodnotenie molekuly DNA, ¢im sa vysledky ziskané tymito
technikami stavaju nezavislé na podmienkach, v ktorych je rastlinny material pestovany. Dnes
je rozpracovany §iroky rozsah tychto markérov umoziujuci zistit' rozmanitost' na roéznej
urovni.

1.2 Polymorfizmus nahodne zmnoZenej DNA

Technika schopna produkcie diagnostickych znakov zalozenych na poradi nukleotidov
akejkol'vek DNA vzorky neradioaktivnym znaCenim v kratkom Case a vyuzivajuca jeden
prajmer nahodného poradia nukleotidov pre zmnozenie nahodnych usekov v gendme
bez poznania konkrétnej sekvencie je oznacovana ako Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) alebo
Random Amplified Polymorphic DNA (PCR-RAPD), teda polymorfizmus nahodne zmnozenej
DNA (Welsh a McClelland, 1990; Williams et al., 1990).

PCR-RAPD technika je vel'mi vhodna na pouzitie pri mapovani DNA jedincov odlisnych
v bazovych paroch. Tieto zmeny poradia nukleotidov sa mozu prejavit ako zmeny vzoriek
zmnozenych produktov po agarézovej gélovej elektroforéze. PCR-RAPD technika si vyzaduje
pritomnost’ jedného nahodne sa navézujuceho oligonukleotidu, ktory sa v podmienkach PCR
reakcie sprava ako priamy aj spétny prajmer. Individualny PCR-RAPD prajmer ma definované
poradie nukleotidov, avsak toto sa obycajne vybera ndhodne. Individualne markéry st schopné
hybridizacie k niekol’kym stovkam oblasti bez cielovej DNA. Hoci PCR-RAPD nie je
naroc¢nou technikou, reprodukovatelné vysledky sa dosahuju iba dokladnou Standardizaciou
protokolu. Nedostatkom techniky je prave nizka reprodukovatelnost, slabé alebo rozmazané
produkty PCR reakcie po elektroforetickom deleni atazkosti spojené s objektivnym
hodnotenim vyslednych vizualizovanych produktov, ¢o moze viest’ k nespravnym zaverom.

1.3 Techniky molekuldrnej biologie a genetiky vyuZivajice mikrosatelity

Priblizne 30 — 90 % genomu prakticky vsetkych druhov je zlozenych z opakujucich sa
poradi nukleotidov DNA, ktoré su vysoko polymorfné ateda vhodné na rozliSovanie druhov
na molekularnej trovni. Tieto oblasti obsahuju lokusy skladajiice sa z niekol’kych stoviek alel,
odlisujticich sa jeden od druhého v dizke, konkrétnom poradi nukleotidov alebo oboch
variantach. Opakujuce sa DNA oblasti maji v genéme vyznamnu tlohu pri absorpcii mutacii
aposkytuju zaklad pre systémy markérov vyuzitelné v najroznejSich aplikaciach analyzy
rastlinnych genémov, pricom su vyuzivané markéry zalozené na baze hybridizacie aj PCR
(Swati, 1999). Mikrosatelity s molekulové markéry lokusov tvorené tandemovo opakovanymi
kratkymi jednotkami nukleotidového motivu a oznacuju sa aj ako tzv. Short Tandem Repeats
(STRs) alebo Simple Sequence Repeats (SSRs). Ako genetické markéry su mikrosatelity
vyuzivané pri sledovani diverzity, populaénych stidiach, mapovani génov a viazbovych skupin,
ako aj v sudnom znalectve, pricom ako charakteristiky ovplyviiujuce vysledky molekularnych
analyz uvadzaji Wiesner et al. (2001) dizku kotvy mikrosatelitného prajmeru, ukotvenie
na 3 alebo 5" koci, poradie nukleotidov kotvy, dizku hlavného opakujiiceho sa motivu
a poradie nukleotidov hlavného opakujuceho sa motivu.

V oblasti molekularnych analyz zalozenych na PCR a mikrosatelitnych opakovaniach
nukleotidov su mozné dva pristupy. Prvym je polymorfizmus danych mikrosatelitnych
lokusov, kedy prajmer tvoria hrani¢né poradia nukleotidov mikrosatelitu a druhou moznost'ou



je zistovanie dizkového polymorfizmu medzi mikrosatelitmi, kedy prajmer tvoria poradia
nukleotidov mikrosatelitu ukotvené na 5’ P alebo 3" P konci, napr. technika PCR-ISSR.

Zmnozenie oblasti medzi jednoduchymi opakovaniami nukleotidov (PCR-ISSR; Inter
Simple Sequence Repeats), je postup, kde sa predlzovanie fragmentov DNA v PCR reakcii
zabezpeCuje navidzovanim sa prajmerov zlozenych z opakujucich sa poradi nukleotidov
mikrosatelitov. PCR-ISSR markéry st useky DNA, 100 — 3000 bp velké, zmnozené
PCR s pouzitim prajmera, ktory ma jadro mikrosatelitného poradia nukleotidov a niekol'kych
selektivnych nukleotidov oznacovanych ako kotva. Velkost prajmera sa pohybuje
od 16 do 18 nukleotidov. Zmnozené fragmenty st oddel'ované gélovou elektroforézou alebo
PAGE apolymorfizmus je zistovany ako pritomnost alebo nepritomnost’ fragmentu
konkrétnej velkosti, priCom celkovy pocet zmnozenych fragmentov  DNA sa pohybuje
v rozpiti 10 — 60.

1.4 Techniky molekulirnej biolégie a genetiky vyuZivajice retroelementy

Polymorfizmus DNA sledovany na zaklade retrotranspozoénov je vytvarany jedine¢nym
biologickym procesom retranspozicie vylstujucim do inzercii na nové miesta bez straty
rodi¢ovskych kopii, pricom nové miesta v€lenenia s od seba vzdialené v rozpéti niekol'kych
sto bp az niekol’kych kbp a v€lenenia su ireverzibilné. Retrotraspozony su vzhladom na svoje
vlastnosti vhodnym nastrojom molekularnej genetiky v oblasti molekularnych markérov
pre analyzu fylogenetickych vztahov, genetickej rozmanitosti a vizby génov, ako aj v oblasti
mapovania a analyz génov (Bezo et al., 2001).

Vyuzitenost' retrotranspozoénov ako molekularnych markérov je danda ich LTR
sekvenciami, ktoré sa opakujii na oboch koncoch retrotranspozénu, su variabilné v dizke
i poradi nukleotidov a najmé su na retazci DNA v dostato¢nom pocte.

Rozni autori (Kumar, Benetzen, 1999; Kalendar et al., 1999) uvadzaju ako vyhody
vyuzitia retrotranspozoénov pre ucely molekularnych markérov zastipenie retrotranspozénov
vo velkom pocte heterogénnych kopii, lokalizaciu na roznych miestach chromozému, moznost’
mapovania polymorfizmu v ramci, aj medzi druhmi, ich hojné zastupenie v euchromatine,
ktoré¢ dava moznost tvorby markérov viazanych na agronomicky zaujimavé vlastnosti,
obsahujii dlhé a presne definované poradia nukleotidov vyuziteIné k tvorbe Specifickych
markérov, st to aktivne useky DNA a ich zaclenovanie vedie k rozSirovaniu uz existujuceho
polymorfizmu.

Techniky molekularnej genetiky pracujuce s retrotranspozénmi vychadzaju z kombinacii
orientacie retrotranspozonov na retazcoch molekuly DNA a z pouzitia jednotlivych moznych
prajmerov  k zmnozeniu Usekov medzi jednotlivymi  retrotranspozémni, medzi
retrotranspozébnom  a miestom  Stiepenia nukledz alebo medzi retrotranspozonom
a mikrosatelitnou sekvenciou.

14.1 Polymorfizmus zaclenenia retrotranspozénu

Technika PCR-RBIP (Retrotransposon Based Insertion Polymorphism) analyzuje pritomnost’
alebo nepritomnost’ v€lenenia retrotranspozonu v gendme pomocou prajmerov vytvorenych
tak, aby obsahovali aj koncové useky retrotranspozonov (obrazok 1). Tento systém je
kodominantny a da sa nim zhodnotit’ pritomnost’ jednotlivych alel v ramci lokusu (Flavel et al,
1998; Garber et al, 1999).

Je to technika pracujuca so Styrmi prajmermi (dvojica prajmerov smerujucich von z LTR
usekov retrotranspozonu a dvojica prajmerov smerujucich dovnttra LTR usekov). Tato
technika vyzaduje poznanie useku DNA, ktory obklopujuje retrotranspozon aumoziuje
analyzy jednotlivych lokusov a jasnu identifikaciu heterozygotov (Flavell et al., 1998). RBIP
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Obrazok 1. Princip polymorfizmu stanoveného technikou PCR-RBIP

1.4.2 Polymorfizmus zmnoZenych tusekov —medzi opacne orientovanymi
retrotranspozoémni
Technika PCR-IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) zist'uje polymorfizmus
pritomnosti retrotranspozonov v genéme v zavislosti na vzdialenosti medzi opacne
orientovanymi retrotranspozémni, ktoré sa vtomto postaveni nachadzaju blizko seba
(Kumar, Hirochika, 2001). V PCR reakcii sa pri tejto technike syntetizujii useky DNA medzi
LTR oblastami dvoch retrotranspozéonov. PCR-IRAP pracuje s dvojicou prajmerov
smerujucich von zLTR usekov opacne orientovanych retrotranspozoénov (obrazok 2).
Predpoklada sa, ze PCR-IRAP markéry maju kodominantny charakter asu aplikovatel'né
pre akykol'vek rastlinny druh, ktory ma vo svojom genéome LTR retrotranspozony a je zname
poradie nukleotidov LTR useku alebo vnutornych oblasti retrotranspozénu (Kalendar et al.,
1999).
Principialne je PCR-IRAP technika mozna na zaklade poznatkov, Ze skupiny retroelementov
nevykazuju tendenciu ndhodnej inzercie v gendme, ale naopak vélenuju sa v skupinach blizko
seba, dokonca sa v¢lenuju jeden do druhého.

Orientacia retrotranspozoénov 5" LTR usekmi / 3" LTR usekmi k sebe:
. - . . ————— .
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Obrazok 2. Princip polymorfizmu stanoveného technikou PCR-IRAP

1.4.2 Polymorfizmus zmnoZenych usekov medzi retrotranspozémni
a mikrosatelitmi

Technika PCR-REMAP (Retrotransposon Microsatellite Amplified Polymorphism) vychadza
z analyz poradia nukleotidov mikrosatelitnych klonov ja¢mena, ktoré ukazali, ze
retrotranspozony su v tesnom spojeni s mikrosatelitmi, elementami, ktoré st v genome rastlin
roz8irené rovnako ako retrotranspozony (Provan et al, 1999). Jedna sa o polymorfizmus
pritomnosti retrotranspozénov v genéme v zavislosti na vzdialenosti medzi retrotranspozonom
a mikrosatelitnou sekvenciou (obrazok 3). Tato technika dokaze rozliSovat' odtlacky DNA
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Obrazok 3. Princip polymorfizmu stanoveného technikou PCR-REMAP

Stcasné uspesné vyuzivanie retrotranspozonov v molekularnych analyzach je podmienené
dizkou LTR tiseku, pottom kopii cielového retrotranspozénu v gendme a samotnou Struktirou
genému. Ako najefektivnejSie sa javia LTR tseky dlhé iba niekol’ko sto bp,
pri dlhsich je nutné definovanie prajmera v blizkosti konca, ¢o predpoklada presnt znalost
poradia nukleotidov. Retrotranspozony, ako nastroje molekularnej bioldgie, by v budticnosti
mali slizit' najmé pre analyzy Struktiury genomov a pri objasiiovani funkceii génov.

2. CIELE PRACE

Cielom dizerta¢nej prace na tému ,Hodnotenie genofondu lanu siateho a l'ul’ka

zemiakového na Girovni polymorfizmu DNA* bolo:

1. Ziskanie in vitro rastlin lanu siateho vhodnych pre izolaciu celkovej genomickej
DNA pre molekularne analyzy.

2. Optimalizacia protokolu izolacie DNA vhodnej kvality a mnozstva z l'anu siateho
pre PCR.

3. Optimalizaciu zloZenia reakénej zmesi a podmienok PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-
IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP reakcii.

4. Overenie  moznosti  uplatnenia PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP,
PCR-RBIP a PCR-REMAP technik a vhodnost’ vybranych prajmerov pre $tidium
genetickej variability 'anu siateho a I'ul’ka zemiakového.

5. Urcenie vhodnej kombinacie prajmerov pre analyzy polymorfizmu pozicii
retrotranspozénov Tstl a FRODO v medzigénovej DNA Tanu siateho a l'ulka
zemiakového.

6.  Porovnanie biologickej rozmanitosti kolekcie populacii lanu siateho alulka
zemiakového na urovni polymorfizmu DNA technikami molekularnej biologie
a genetiky(PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP).

7. Urcenie genetickej pribuznosti/vzdialenosti medzi populaciami I'anu siateho.

8. Vyhodnotenie zoskupeni populacii l'anu siateho pri pouziti jednotlivych DNA
markérov v PCR reakciach pre zistenie rozmanitosti genofondu l'anu siateho.

9.  Geneticka analyza F, hybridného potomstva l'ulka zemiakového, pomocou DNA
markérov.

10.  Vyhodnotenie zoskupeni populacii I'ulka zemiakového pri pouziti jednotlivych
DNA markérov v PCR reakciach pre vyber populécii s jedineénymi vlastnostami.

Vedecké zameranie dizertaénej prace bolo orientované na navrh vhodnych kombinacii
prajmerov pre PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR REMAP. Spolo¢ensky
prinos rieSenia dizertacnej prace sa predpoklada v oblasti ziskavania objektivnych udajov pre
identifikaciu a vzajomné rozliSovanie odrod v génovych bankach a pri pravnej ochrane odrod.



3. MATERIAL A METODY
3.1 Biologicky material

Pri rieSeni uloh dizertaénej prace boli pouzité semena druhu lan siaty (Linum
usitatissimum L.) populacii ziskanych z génovej banky Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby
v Piestanoch a z firmy Agritec, vyzkum, $lechteni a sluzby, s.r.o. Sumperk. Zbierka populécif)
obsahovala 36 populacii priadneho a olejného typu l'anu siateho rézneho povodu, konkrétne
26 odrdd, 5 krajovych odrdd a5 linii. Dal§im analyzovanym rastlinnym materidlom boli
rodi¢ovska aF; hybridna generacia rastlin l'ulka zemiakového (Solanum tuberosum L.)
poskytnuté Vyskumnym a §lachtitelskym ustavom zemiakarskym, a.s. vo Velkej Lomnici.
Testovany subor tvorili tri kombinacie populacii vstupujucich do krizeni a 40 jedincov
F, hybridnej generacie rastlin z kazdej kombinacie.

3.2 Izolacia DNA .
V pripade populacii 'ul’ka bola z VSUZ vo Velkej Lomnici dodana uz izolovana DNA.
Izolacia sa uskutoc¢nila podla protokolu Rogers, Bendich et al. (1994) z Cerstvych listov

rastlin pestovanych v skleniku. Rovnaky protokol bol zvoleny aj pre izolaciu DNA Tlanu
z Cerstvych listov rastlin kultivovanych v in vitro podmienkach. Kvalitu a kvantitu izolovanej
DNA sme urcili na 1% agar6zovom géle (Amresco 3:1, Invitrogen™, Life Technologies)
fluorescenénym stanovenim porovnavanim stanovovanych vzoriek ku kaskade ludskej
genémovej DNA so znamou koncentraciou (Human Genomic DNA, Promega, 245 pg.ml™).
Na pripravu 1% agarézového gélu sme pouzili 1,5 g agarézy (Amresco 3:1, Invitrogen™, Life
Technologies) a 150 ml 1 x TBE tlmivého roztoku. Do gélu bolo pridanych 75 pl etidium
bromidu (0,5 pg . ml ). V prvych piatich drahach bola nanesena Pudska DNA v mnoZstvach
uvedenych v tabulke , spolu s beznukledzovou PCR vodou (Nuclease — Free Water, Amresco)
a znackovacou farbou (10 Blue Juice ™ Gel Loading Buffer, Invitrogen). V ostatnych drahach
boli nanesené vzorky izolovanej DNA Tanu alebo I'ulka (1l vzorky + 9 pl beznukleazovej
vody + 2ul znackovacej farby). Elektroforéza prebiehala pri konstantnom napéti 60V a pride
30 mA 4 hodiny. Vysledok bol vizualizovany v transiluminatore (Transiluminator UVP)
pri UV ziareni a fotografovany pomocou dokumenta¢ného systému KODAK EDAS 290.

33 ZloZenie reak¢énych zmesi pre PCR

Po optimalizacii faktorov ovplyviiujicich reprodukovatelnost PCR-RAPD, PCR-IRAP
a PCR-RBIP rozmiestnenia PCR produktov boli uskutocnené reakcie v 25 pl reakénej zmesi
s nasledovnym zlozenim, ktoré udava tabul’ka 1.

Tabul’ka 1. Zlozky reakénych zmesi a vysledné koncentracie v jednej reakcii

Mnozstvo / koncentracia latkového mnozstva
25 ul reakénej i do PCR
Zlozka Vyrobca / dodavatal’ v 25 pl reakénej zmesi do PC
PCR-RAPD PCR-IRAP; PCR-RBIP
10x tlmivy roztok* Invitrogen™ 1x 1%
MgCl, Invitrogen™ 3 mmol.dm™ 1,5 mmol.dm™
dNTPs Promega 0,1 mmol.dm™ 0,2 mmol.dm™
Taq polymeraza Invitrogen™ 10U 1U
DNA - 20 ng 30 ng
PCR H,O Amresco

*zlozenie 10x timivého roztoku: 20 mmol.dm™ TRIS

—HCI (pH 8,0) + 50 mmol . dm™ KCl




Jednotlivé prajmery pridané do reakénej zmesi s koncentraciou latkového mnozstva 4
nmol.dm™, ich pipetované mnoZstvo a charakteristiku uvadza nasledovna tabulka 2.

Tabul'ka 2. Prajmery pouzité pri PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP
a PCR-REMAP analyzach

. . MnozZstvo
Oznacenie Technika Poradl[e nuklerotldov v 25 ul PCR

(5P —3'P) .

zmesi

LAN 1* PCR-RAPD CCTGGGCCTC 0,32 pl

LAN 2* PCR-RAPD CCGGCCTTAG 0,33 ul

LAN 3 PCR-RAPD CCTGGGCCTG 0,32 ul

LAN 4 PCR-RAPD AGGAGTGAGA 0,29 ul

LAN S PCR-RAPD CCTCCCTCTT 0,29 pl

Flax 1 PCR-ISSR (GT)sCC 0,43 pl

Flax 2 PCR-ISSR (GAG);GC 0,35 pl

Flax 3 PCR-ISSR (GA)GG 0,42 ul

Flax 4 PCR-ISSR (CTG);GC 0,43 pl

Flax 6 PCR-ISSR (CA)GT 0,34 pl

P-Tst1-01 PCR-IRAP, ATGACTAAATCTGCCTACTCATTCAACA 0,85 ul
RBIP, REMAP

P-Tst1-06 PCR-IRAP, ACTAAATCTGCCTACTCATTCAACACTC 0,84 ul
RBIP, REMAP

Frodo 2 PCR-IRAP, | ACGGCGGAGCCGATCCCGGGATGTGACA 0,87 pl
RBIP, REMAP

* dodéavatel’ GIBCO; ostatné prajmery — dodavatel’ INVITROGEN ™

Prajmer P-Tst1-01 je komplementarny opaéne orientovany smerom von z 5'LTR konca
Tstl retrotranspozonu raj¢iaka; prajmer P-Tst1-06 je komplementarny opacne orientovany
smerom dovnutra 3'LTR konca Tstl retrotranspozénu zemiaka (X52387; NCBI databaza)
aprajmer Frodo2 je sthlasny priamy ku poradiu nukleotidov 588 — 615 3'LTR konca
FRODO TRIM retrotranspozonu (AY860314; NCBI databaza).

34 Casovy a teplotny profil PCR reakcii

Polymerazové retazové reakcie (PCR) prebiehali v tlmivom roztoku obsahujucom
20 mmol.dm™ Tris-HCI (pH 8,0), 50 mmol.dm™ KCI, 30 ng DNA, 4 nmol.dm™ prajmer,
1 U Taq polymerazy, 3 mmol.dm™ MgCl, a 0,2 mmol.dm™ dNTPs.

Casovy a teplotny profil PCR-RAPD bol nasledovny:
[1 min pri 94 °C - 35 cyklov (1 min pri 94°C; 1 min pri 36 °C; 2 min pri 72 °C) a zavere¢nych
7 min pri 72 °C.

Casovy a teplotny profil PCR-ISSR a PCR-REMAP bol nasledovny:
[2 min pri 94 °C - 45 cyklov (1 min pri 94°C; 1 min pri 55 °C; 3 min pri 72 °C) a zavere¢nych
7 min pri 72 °C.

Casovy a teplotny profil PCR IRAP a PCR RBIP bol nasledovny:
[2 min pri 94 °C - 35 cyklov (1 min pri 94°C; 1 min pri 55 °C; 3 min pri 72 °C) a zavere¢nych
7 min pri 72 °C.




3.5 Analyza PCR produktov a vyhodnotenie dat

Elektroforéza prebiehala pri konStantnom napéti 60 V aprude 30 mA 4 hodiny.
Rozdelené fragmenty boli vizualizované v transiluminatore (Transiluminator UVP) pri UV
ziareni a dizke expozicie 1; 1,5; 2 a 3 sekundy. Vyhodnotenie dat bolo uskutoénené
na zéklade pritomnosti alebo nepritomnosti amplifika¢nych produktov analyzou Cierno —
bielych vystupov analytickym softwérom KODAK 1D, pri ktorom boli uréené hladiny
polymorfizmu. Vzorky boli hodnotené pri citlivosti predstavujucej posledny stupen, kedy boli
zachytavané vSetky objektivne fragmenty markéra. Vyhladavanie optimalnej Sirky
rozoznavanych svetelnych bodov bolo nastavené automaticky softvérom. Expozicia bola
vybrana na zaklade svetelného optima, kedy systém ihned’ spolahlivo rozoznaval vsetky
objektivne drahy a pruzky.

Na zéklade rozdelenia produktov PCR jednotlivych variant sa medzi nimi vypocitali
indexy pribuznosti (SIxr) podla Nei, Li (1979). Postup vypoctu bol nasledovny, Sy, = 2 %
pocet spolo¢nych fragmentov / (pocet fragmentov v drahe A + pocet fragmentov v drahe B).
Z indexov pribuznosti boli vypocitané indexy vzdialenosti (DIyy) podla vztahu,
DInp = 1 - Sky. Vetvové ¢lenenia vzajomnych zavislosti boli zostrojené hierarchickou
zhlukovou analyzou metédou UPGMA  vytvorenim zhlukov na zdklade priemerov
euklidovskej vzdialenosti pre skuto¢nu poziciu prazkov PCR profilu (PEVZ) v statistickom
programe SYNTAX.

4. VYSLEDKY

4.1 Molekuliarne analyzy populacii Panu siateho

Ku zhodnoteniu vztahov medzi 36 populaciami 'anu siatetho PCR-RAPD technikou bolo
pouzitych pét’ prajmerov, a to LAN 1 (CCTGGGCCTC), LAN 2 (CCGGCCTTAG), LAN 3
(CCTGGGCCTG), LAN 4 (AGGAGTGAGA) a LAN 5 (CCTCCCTCTC).

Vsetky prajmery su dekaméry liSiace sa obsahom guaninu a cytozinu (GC). Prajmery
LAN 1 a LAN 3 obsahuju 80 % GC, prajmery LAN 2 a LAN 5 70% GC a LAN 4 50% GC.

Analyzou pomocou tychto prajmerov v PCR reakcii sme ziskali jedinecné fragmenty
v pripade LAN 1 pre populacie Krasnokutsk a Redwing, ktorych dizka bola porovnanim
s molekulovym markérom znamych dizok DNA stanovena na 870 a 872,5 bp. Pri populaciach
Otofte 15/47 a Stamm Fa sme zaznamenali jedineéné fragmenty pre LAN 2, pri¢om ich dizka
bola 421,4 bp a416,7 bp. Pouzitim prajmera LAN 4 v PCR-RAPD reakcii sme ziskali tri
jedine&né fragmenty pre populacie Flanders, Redwing a Ilgunuliai, s dizkami 939,4 a 932,7 bp
a934,6 bp.

Na zaklade sumarneho hodnotenia vysledkov PCR-RAPD profilov a z nich zostrojenych
vetvovych Eleneni je mozné poukazat na tri skupiny populacii, ktoré sa pri kazdom nami
pouzitom PCR-RAPD prajmeri vyskytli v najblizsie spajanych zhlukoch.

V prvom pripade boli UPGMA analyzou vy¢lenené pri kazdom pouzitom prajmeri
populacie Otofte 15/47, PRFGL 93, Norfolk Princess, Escalina, Muenchenberger St. 8,
Renodlat Oljelin, Hor Nr 048, Albidum, Super a Marina, priCom priemerny Sly. koeficient
tychto populacii je 0,87. Vo vsetkych pripadoch dosahoval Sy, koeficient vysoké hodnoty, ¢o
znamend, ze tieto populacie vykazujii v analyzovanych usekoch DNA vysoky stupeii
pribuznosti. Rovnako v pripade vetvovych ¢leneni nie s spajané na vyssej urovni ako 0,196
E+02 PEVZ. Vsetky tieto populacie si europskej proveniencie, okrem krajovej odrody
Albidum, ktorej povod je v Indii. Druha skupina populacii, ktoré sa vyskytuju v zhodnych
zhlukoch vetvovych ¢leneni PCR-RAPD analyz je tvorend odrodami Rekord, Svaloef,
Ilguniliai, krajovymi odrodami Deubgrc 28197, Deubgrc 29198 aliniou Stamm Fa 13.
Priemerny SIny koeficient v tejto skupine populacii je 0,83, priCom najniz§ia hodnota bola



dosiahnutd pri prajmeri LANS, ¢o koreSponduje aj s vysledkami UPGMA analyzy, kde
v rovnakom zhluku boli umiestnené iba tri populacie tejto skupiny, konkrétne Rekord, Deubgrc
28197 aStamm Fa 13, ktoré boli zaroven spojené na najvy$Sej Urovni pri porovnani
s ostatnymi zhlukmi, kde sa tieto vyskytuji populacie pri ostatnych vetvovych c¢leneniach.
V tretom pripade boli UPGMA analyzou vyclenené v pripade kazdého pouzitého prajmera
populacie McGregor, Krasnoder a Rabenslyst La Plata, pricom priemerny Sly; koeficient
najniz§ia pri prajmeri LAN3 c¢o koreSponduje aj svysledkami UPGMA analyzy, kedy
populacie v tychto zhlukoch boli spajané na najvyssich Grovniach pri porovnani s ostatnymi
zhlukmi. V pripade pouzitia prajmerov LAN2, LAN3 a LAN4 boli do rovnakych zhlukov
spojené egyptsky genotyp Gisa a indicky genotyp Indien, kde sa s nimi vyskytovali populacie
Marina a Ilona.

Hodnotenie zbierky populécii 'anu siateho PCR-ISSR bolo uskutocnené pouzitim piatich
jednoduchych mikrosatelitnych prajmerov ukotvenych na 3'P konci, konkrétne prajmermi
FLAX 1 (GT)sCC, FLAX 2 (GAG);GC, FLAX 3 (CA)GG, FLAX 4 ((CTG);GC a FLAX 6
(CA)GT.

Pouzitim prajmera FLAX 1 boli zaznamenané dva jedinecné fragmenty pre
genotyp Stamm Fa 13, ktorych dizka bola porovnanim s markérom znamych dizok stanovena
na 311,8 a 1147,9 bp. Pouzitim prajmera FLAX 4 bol pre tuto populaciu zaznenany jedine¢ny
PCR-ISSR profil. Pri populacidach San Elias 192/22 a McGregor sme pri pouziti prajmera
FLAX 2 zaznamenali jedine¢né fragmenty s velkostami, ktorych dizka bola porovnanim
k markéru znamych dizok stanovend na 507,6 bp a 516,9 bp. PCR-ISSR reakcia s prajmerom
FLAX 3 poskytla v profile jedine¢ny fragment pre genotyp Krasnoder s velkostou 689,2 bp.

Na zéaklade sumarneho hodnotenia vysledkov PCR-ISSR profilov a z nich zostrojenych
vetvovych €leneni je mozné poukazat na dve skupiny populacii, ktoré sa pri kazdom nami
pouzitom PCR-ISSR prajmeri vyskytli v najbliz§ie spajanych zhlukoch.V prvom pripade boli
UPGMA analyzou vyélenené v pripade kazdého pouzitého prajmera populacie Pskow II, Hor
Nr. 048, Norfolk Princess, PRFGL 93, Flanders a Dachnfeldt Elite 6, priCom priemerny Sln.
koeficient tychto populdcii je 0,8. Druha skupina populacii, ktoré sa vyskytuju v zhodnych
zhlukoch vetvovych c¢leneni PCR-ISSR analyz je tvorena genotypmi Renodlat Oljelin,
McGregor, Red Wing, Horan, Marina, Muenchenberger St. 8 a Daero. Priemerny Sl
koeficient v tejto skupine populacii je 0,81.

Ako dalsi spésob hodnotenia vztahov v zbierke populacii l'anu siateho na urovni
medzigénovej DNA boli zvolené techniky pracujice sprajmermi odvodenymi
od LTR tsekov retrotranspozénov Tstl (ATGACTAAATCTGCCTACTCATTCAACA)
aFRODO (ACGGCGGAGCCGATCCCGGGATGTGACA). Polymorfizmus dosiahnuty
v subore lanu sa vyznamne neli§il od hodnét dosiahnutych PCR-RAPD a PCR-ISSR
technikami. Prajmerom odvodenym od Tstl retrotranspozénu sme v sibore lanu siateho
zaznamenali 76,9% polymorfizmus a prajmerom odvodenym od FRODO retrotranspozénu
68,7%. Zoskupenie populacii v pripade PCR-IRAP a PCR-RBIP reakcii neprebehlo podla
priamych vztahov medzi genotypmi zalozenych na vzajomnej pribuznosti ovplyvnenej
rodokmefimi §Fachtenia, ale do dizkového polymorfizmu vzdialenosti medzi retrotranspozonmi
sa premietaju §irSie genetické vztahy krajovych odrdd s registrovanymi a liniami. Porovnanim
dostupnych tdajov o populéciach, s tieto v PCR-REMAP do zhlukov spojené na zéklade
genetického pozadia krizenia jednotlivych populacii, ako naznaCujii spojenia populacii
McGregor s Flanders (Flanders — McGregor x Dufferin) a La Plata s Dachnfeldt Elite 6 (La
Plata je predkom Dacehnfeldt Elite 6) v jednom zhluku, ako aj spojeneie Marina a Super
(Marina — Belinka x Natasja; Super — Lux x Natasja) do najblizSie spojenych skupin
zhlukov.



4.2 Molekularne analyzy populicii 'ul’ka zemiakového

Porovnavané boli jedince troch F, hybridnych populacii TI'ulka zemiakového,
pochadzajuce z krizenia populacii Fambo (rrrr) a Monalisa (rrrr), ktoré su nachylné
voci had’atku zemiakovému a populdcii Tomensa (RRrr), Europa (RRir) a Vitesse (RRrr)
vykazujicim vo¢i had’atku zemiakovému odolnost.

Prajmery pre PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP boli navrhnuté na zéklade poradi
nukleotidov retrotranspozoénov Tstl a FRODO.

Analyza hybridnej kombinacie F; 17/05 pochadzajucej z krizenia odolnej a nachylnej
odrody (Europa x Fambo) vo¢i had’atku zemiakovému poskytla velkost' nasyntetizovanych
fragmentov DNA v rozpiti od 348,8 bp po 2416,7 bp. Zaznamenal sa 90 % polymorfizmus a
14 fragmentov, ktoré vzhl'adom na ich jedine¢nu poziciu mézeme oznacit' za monomorfné.

Analyzy hybridnej kombinacie F; 21/05 pochadzajucej z krizenia dvoch odolnych odrod
(Tomensa x Vitesse) vo¢i had’atku zemiakovému poskytli velkosti nasyntetizovanych
fragmentov DNA v rozpiti od 231,6 bp po 2409,1 bp. V analyzovanej vzorke bol zaznamenany
77,8 % polymorfizmus. Tato hybridna kombinacia ma v porovnani s ostatnymi (F, 3/05 a F,
zhodné pozicie. Aj napriek najniz§iemu polymorfizmu sa v hybridnej kombinacii zaznamenalo
9 jedine¢nych fragmentov.

Analyzy hybridnej kombinacie F1 3/05 pochadzajicej z krizenia odolnej a nachylnej
odrody (Vitesse X Monalisa)vo¢i hadatku zemiakovému poskytli velkosti nasyntetizovanych
fragmentov DNA v rozpiti od 272,1 bp po 2384,6 bp. V analyzovanej vzorke populécii bol
zaznamenany 100 % polymorfizmus, ¢o znamend, ze rozmiestnenie pruzkov testovanych
jedincov hybridnej kombinacie F1 3/05 bolo odlisné. V subore sa zaznamenalo 11 jedine¢nych
prazkov, ktoré mézeme povazovat’ za monomorfné.

Hybridna kombinacia F1 3/05 bola zvolena ako vychodiskovy subor pre analyzy
nadvézujuce na PCR-IRAP a PCR-RBIP techniky a zaroven ako siibor pre analyzu pouzitim
prajmerov odvodenych od poradia nukleotidov retrotranspozéonu FRODO pre tieto techniky
ako aj pre PCR-REMAP prajmermi P-Tst1-01 a FLAX2.

Zhodnotenie populacie F/3 technikou PCR-REMAP poskytlo 11 urovni rozdelenia
fragmentov s dosiahnutym 63,6% polymorfizmom. Priemerny DIy;, vypoéitany pre tento siibor
ma hodnotu 0,19 (populacie su v polymorfizme sledovanej oblasti pomerne pribuzné), co
koresponduje aj s dosiahnutym polymorfizmom ako aj s vetvovym ¢lenenim zostrojenym
UPGMA analyzou.

Celkovym vyhodnotenim vsetkych PCR reakcii a zostrojenim vetvového c¢lenenia sa
F, hybridna populacia a populacie vstupujuce do krizenia zoskupili do troch zhlukov (obrazok
5.40). Prvy zhluk tvori 10 populacii zoskupenych okolo Monalisa, druhy zhluk je tvoreny
16 genotypmi, priom sa s prvym spéja na 36. urovni s hodnotou 0,247 E+03 PEVZ. Genotyp
Vitesse sa spolu so skupinou 7 populacii pripaja ku vSetkym ostatnym na 38. Urovni
s hodnotou 0,267 E+03 PEVZ. Na poslednej urovni sa k ostatnym pripaja dvojica populacii F,
33/3/05 a F, 54/3/05.

Porovnanim s jednotlivymi vetvovymi ¢leneniami je mozné z nami hodnotenej hybridnej
populacie ur¢it dve skupiny populdcii. Prva, tvorena genotypmi F, 2/3/05, F, 60/3/05
a Monalisa sa vyskytuju vjednom zhluku nielen v sihrnnom hodnoteni, ale aj v troch
Ciastkovych. Druhé zoskupenie tvorené F, 58/3/05, F, 5/3/05, F, 67/3/05,
F, 21/3/05, F, 71/3/05, F; 12/3/05, F, 15/3/05, F, 34/3/05, F, 8/3/05, F, 44/3/05, F, 69/3/05,
F, 64/3/05 a F, 70/3/05 je v rovnakych zhlukoch v piatich d’alsich pripadoch, pricom skupina
tychto populacii sa v troch pripadoch pripaja k Vitesse a v dvoch k Monalisa.



Za predpokladu vplyvu variability véleiovania sa kopii Tstl retrotranspozonu, prenosu
genetického materidlu na potomstvo z tetraploidov apodvodu populacii v gendme
F, hybridnych kombinacii, je mozné ocakavat’ vysoku variabilitu v tomto potomstve, ktora sa
prejavi vysokym stupfiom odliSnosti jednotlivych zhlukov vetvového Cc¢lenenia v ramci
F, generacie a jej vztahu k predkom.

Metédami PCR-IRAP a PCR-RBIP boli vy¢lenené skupiny populacii v F1 hybridného
potomstva s nizkou hodnotou odlisnosti od predkov. Populacie priradené oboma metédami
do skupin najblizsich k predkom mézeme povazovat’ z genetického hl'adiska za najviac zhodné
s genetickym zakladom svojich predkov.

Napriek zistenej nizkej hodnote odliSnosti urcitych populacii vo vSetkych troch
hybridnych kombinaciach od priamych predkov, nie je mozné predpokladat, ze sucastou ich
genému su gény suvisiace s odolnostou voc¢i had’atku zemiakovému pritomné v genémoch
predkov.

Cielom dizerta¢nej prace na tému ,Hodnotenie genofondu lanu siateho alulka
zemiakového na tUrovni polymorfizmu DNA®“ bolo na zaklade teoretickych poznatkov
avlastnych experimentalnych vysledkov analyzovat' a zhodnotit moznosti vyuzitia analyz
polymorfizmu nahodne zmnozenej DNA (PCR-RAPD), analyz zmnozenia Gisekov DNA medzi
jednoduchymi opakujicimi sa poradiami nukleotidov (PCR-ISSR) a technik zalozenych na
vyuziti retrotranspozénov v analyzach medzigénovej DNA (PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-
REMAP) pre:

- hodnotenie genofondu rastlin,

- ako podklady pre identifikaciu populacii,

- pri vybere populacii pre slachtitel'ské programy,

- urCovania genetickej podobnosti a vzdialenosti,

- vytvorenia databazy DNA odtlackov kolekcie genofondu lanu siateho (Linum
usitatissimum L.) a F; hybridnej populécie a populacii vstupujucich do krizenia lulka
zemiakového (Solanum tuberosum L.).

Pre zavedenie do rutinnej praxe su dolezité aj praktické vlastnosti tychto technik,
predovsetkym  ich  Casova  nendroCnost, moznost  automatizacie, poziadavky
na technické vybavenie, finanéné naklady a malé mnozstvo DNA postacujuce pre analyzy.

Na zéklade vysledkov uvedenych v dizertacnej praci odporacame:

. Dokladnu optimalizaciu podmienok PCR reakcii a premysleny vyber markérov,
ktoré zabezpeCia aj pri technikach sndhodnym navézovanim sa prajmerov dostatocny
polymorfizmus poskytujici roz¢lenenie suborov ako aj monomorfné fragmenty vhodné
k jednoznacnej identifikacii odrod.

. Populacie zoskupené do rovnakych zhlukov, teda majice v gendmoch podobné
vlastnosti, vyuzit’ pre praktické ucely klasického i molekularneho $l'achtenia, ale aj v dalsich
porovnavacich analyzach ako referenéné siibory populacii.

. Populacie F, hybridnej populacie roz€lenené technikami pracujucimi
s retrotranspozomni moézu poskytnat’ vhodny geneticky zéklad pre ich dalSie vyuzitie
v §lachtitel'skych programoch smerom k rozsirovaniu biologicke;j variability
pri medziodrodovom krizeni. Populacie vy¢lenené ako odlisné od predkov mézu byt’ prinosom
pri prekonavani nevyhod pribuzenského krizenia.



5. ZAVER

Ku zhodnoteniu vztahov medzi populaciami l'anu siateho al'ulka zemiakového boli
pouzité techniky PCR-RAPD, PCR-ISSR, PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP. Biologick
rozmanitost’ sme hodnotili pouzitim celkovo trinastich DNA markérov.

Z vysledkov analyz je mozné odvodit’ nasledovné zavery.

* Pomocou jedineénych DNA fragmentov sa daju PCR-RAPD technikou s prajmerom
LAN 1 identifikovat’ populacie Krasnokutsk a Red Wing, s prajmerom LAN 2 populacie
Otofte 15/47 a Stamm Fa 13 a s prajmerom LAN 4 populacie Flanders, Red Wing a Ilguniliai.

¢ Porovnanim dostupnych udajov o populdciach lanu siateho boli tieto spajané
technikami PCR-RAPD a PCR-ISSR do zhlukov na zaklade genetického pozadia krizenia
jednotlivych populacii.

* Na zaklade sumarneho hodnotenia vysledkov PCR-RAPD profilov aznich
zostrojenych vetvovych ¢leneni je mozné poukdzat na tri skupiny populdcii, ktoré sa pri
kazdom nami pouzitom PCR-RAPD prajmeri vyskytli v najblizsie spajanych zhlukoch.

* V pripade pouzitia prajmerov LAN2, LAN3 a LAN4 boli do rovnakych zhlukov
spojené africky genotyp Gisa a indicky genotyp Indien, kde s nimi boli zoskupené eurdpske
holandské populacie 'anu siateho Marina a Ilona.

* PCR-ISSR analyzou s mikrosatelitnymi prajmermi ukotvenymi na 3'P konci boli
populacie zoskupené do dvoch az Styroch zhlukov v zavislosti na pouzitom prajmeri.

* Spolahlivo bolo mozné rozlisit PCR-ISSR technikou mozné identifikovat’ populaciu
Stamm Fa prajmerom FLAX 1, prajmerom FLAX 2 populacie San Elias 192/22 a McGregor a
prajmerom FLAX 3 genotyp Krasnoder. Pouzitim prajmera FLAX 4 v PCR reakcii sme ziskali
cely jedine¢ny PCR profil pre genotyp Stamm Fa, ktory sa podarilo jednoznaé¢ne identifikovat’
aj PCR-RAPD reakciou.

* Pri dvoch principialne odlisnych technikach, akymi st PCR-RAPD a PCR-ISSR sme
ziskali porovnatelnu uroven dosiahnutého polymorfizmu ako aj podobny pocet jedineénych
DNA fragmentov schopnych jednoznaéne identifikovat’ jednotlivé populacie.

* Na zaklade sumarneho hodnotenia vysledkov PCR-ISSR profilov a z nich zostrojenych
vetvovych ¢leneni je mozné poukazat na dve skupiny populacii, ktoré sa pri kazdom nami
pouzitom PCR-ISSR prajmeri vyskytli v najblizsie spajanych zhlukoch.

¢ VPCR-IRAP, PCR-RBIP aPCR-REMAP boli populacie spajané¢ do zhlukov
na zéklade genetického pozadia kriZzenia jednotlivych populacii 'anu siateho, ale pri porovnani
s vysledkami PCR-RAPD a PCR-ISSR nastal posun v zoskupovani populacii, kedy sa v
zhlukoch v previazanosti na odrody vyskytuju populacie krajovych odréd a linii.

¢ Pre techniky PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP l'ul’ka zemiakového bola najdena
kombinacia prajmerov, ktora umoziuje efektivne a jednoduché mapovanie medzigénovej DNA
pri menovanych technikach prajmermi navrhnutym tak, aby boli komplementarne k obom LTR
koncom retrotranspozénu. Tymto spdsobom sme dokazali zmnozit' polymorfné tseky medzi
retrotranspozomni a aj v ich v€leneniach pouzitim iba jedného namiesto dvojice prajmerov pri
technike  PCR-IRAP  apouzitim iba jedného namiesto  S$tvorice  prajmerov
pri technike PCR-RBIP.

* Tieto techniky st vysoko polymorfné aF, hybridni kombinaciu populacii I'ul’ka
roz€lenili do skupin zoskupenych okolo genotypov vstupujucich do krizenia s vyc¢lenenim
skupiny medzi nimi. V zoskupeni sa odrazaju $irSie genetické, $lachtitel'ské a environmentalne
suvislosti vSetkych predkov a ich usporiadania medzigénovej DNA.

* Na zéklade ziskanych vysledkov sme vy¢lenili populacie, ktoré vykazuju najvyssiu
geneticku  podobnost’ s genotypmi vstupujucimi do jednotlivych krizeni a mohli by byt
vhodnymi kandidatmi pre vyuzitie v §lachtitel'skom procese. Uvedené populacie mozu



poskytnit” vhodny geneticky zaklad pre ich d’alSie vyuzitie v §Tachtitel'skych programoch
smerom k rozSirovaniu biologickej variability pri medziodrodovom krizeni. Populacie
vyc€lenené ako odlisné od predkov mbézu byt prinosom pri prekonavani nevyhod pribuzenského
krizenia.

¢ Porovnanim vysledkov technik PCR-IRAP, PCR-RBIP a PCR-REMAP pouzitych
v praci je mozné konstatovat’, ze prajmery odvodené od retrotranspozonu Tstl poskytuji vyssi
polymorfizmus pri I'ul’ku zemiakovom, kde tento prajmer vykazuje retranspozicnu aktivitu
a spolahlivo rozlisuje populacie az na trovni F1 hybridnej populacie. Pouzitim tohto prajmera
v reakcidch analyzy suboru l'anu siateho je dosahovany stredny polymorfizmus a PCR profily
su  vyrovnané. Prajmery odvodené od retrotranspozéonu FRODO  vykazuji
pri oboch druhoch strednt Giroven polymorfizmu.
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