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SUHRN

V préci boli analyzované vztahy medzi 16 genotypmi laskavca chvostnatého (Amaranthus caudatus
L.), 18 genotypmi laskavca metlinattho (Amaranthus cruentus L.) a2l genotypmi laskavca
¢ervenoklasého (Amaranthus hypochondriacus L.) metédami RAPD a ISSR.

RAPD analyzou bol zisteny polymorfizmus nasyntetizovanych DNA fragmentov v rozsahu 72,73—
94,12 % medzi genotypmi laskavca chvostnatého, 63,64-93,75 % medzi genotypmi laskavca metlinatého
a70,00-100,00 % medzi genotypmi laskavca Cervenoklasého. ISSR analyzou bol polymorfizmus
nasyntetizovanych fragmentov v rozmedzi 55,56-100,00 % medzi genotypmi laskavca chvostnatého,
70,00-100,00 % medzi genotypmi laskavca metlinatého a 64,71-100,00 % medzi genotypmi laskavca
Cervenoklasého.

Pomocou prajmera RALA-05 (CCCGCCTCCC) bolo rozlisenych 75 % genotypov a prajmermi ISLA-
(CA)GG aISLA-(GT)sCC 88 % genotypov laskavca chvostnatého. Pomocou prajmerov RALA-03
(CCTGGGCCTC) a RALA-08 (CCGGCCTTCC) bolo rozlisenych 72 % a prajmermi ISLA-(GTG);GC
a ISLA-(GA)sCC 89 % genotypov laskavca metlinatého. Prajmermi RALA-01 (CCTGGGTGGA) a ISLA-
(GTG);GC bolo rozlisenych 62 % genotypov laskavca cervenoklasého.

Vysoky stupenn genetickej pribuznosti genotypov laskavca chvostnatého, shodnotou SIy; rovnej
jednej, PI 480816 1C-38286 a PI 480854 1C-38313 z Indie bol potvrdeny pomocou prajmerov RALA-01,
RALA-05 aRALA-06 (CCGGCCTTAC), ISLA-(CA)GG, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GAG);GC, ISLA-
(CT)AC a ISLA-(GA)CC.

Pomocou siedmich prajmerov, RALA-2/5 (CTTGACGGGG), RALA-05, RALA-LAO07
(CCGGCCTTAG), RALA-08, ISLA-(CA)sGG, ISLA-(CT);sAC a ISLA-(GA)sCC, bol genotyp PI 511876
Huatle z Mexika v hierarchickej zhlukovej analyze vycleneny ako samostatny zhluk.

Geograficky povod genotypov laskavca metlinatého pochadzajicich z krajin Afriky odhalili prajmery
RALA-07, RALA-08, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GA)sCC a ISLA-(CT);AC.

Kriacové slova: laskavec chvostnaty (Amaranthus caudatus L.), laskavec metlinaty (Amaranthus
cruentus L.), laskavec &ervenoklasy (Amaranthus hypochondriacus L.), geneticka pribuznost, RAPD,
ISSR.

ABSTRACT

Sixteen genotypes of Amaranthus caudatus, eighteen genotypes of Amaranthus cruenthus and twenty-
one genotypes of Amaranthus hypochondriacus were analyzed using RAPD and ISSR markers.

RAPD analysis revealed 72,73-94,12 % polymorphism between Amaranthus caudatus genotypes,
63,64-93,75 % polymorphism between Amaranthus cruentus genotypes and 70,00-100,00 % between
Amaranthus hypochondriacus genotypes. ISSR analysis revealed 55,56-100,00 % polymorphism between
Amaranthus caudatus genotypes, 70,00-100,00 % polymorphism between Amaranthus cruentus genotypes
and 64,71-100,00 % between Amaranthus hypochondriacus genotypes.

Totally 75 % of Amaranthus caudatus genotypes were identified using RALA-05 (CCCGCCTCCC)
primer and 88 % of genotypes were identified using ISLA-(CA)¢GG and ISLA-(CT)sCC primers. Using
RALA-03 (CCTGGGCCTC) and RALA-08 (CCGGCCTTCC) primers 72 % of Amaranthus cruentus
genotypes were identified and using ISLA-(GTG);GC and ISLA-(GA)s CC primers 89 % of genotypes
were identified. In case of using RALA-01 (CCTGGGTGGA) and ISLA-(GTG);GC were 62 % of
Amaranthus hypochondriacus genotypes identified.

High degree of genetic similarity of Amaranthus caudatus PI 480816 IC-38286 and PI 480854 IC-
38313 genotypes originated from India was confirmed using RALA-01, RALA-05 aRALA-06
(CCGGCCTTAC), ISLA-(CA)GG, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GAG);GC, ISLA-(CT)AC and ISLA-
(GA)sCC primers in RAPD and ISSR analysis. The Nei and Li's similarity index was 1,00.

The PI 511876 Huatle genotype from Mexico generated separeted cluster in cluster analysis using
seven primers — RALA-2/5 (CTTGACGGGG), RALA-05, RALA-07 (CCGGCCTTAG), RALA-08,
ISLA-(CA)sGG, ISLA-(CT);AC and ISLA-(GA):CC.

Geographic relations between Amaranthus cruentus genotypes with origin in Africa were revealed
using RALA-07 (CCGGCCTTAG), RALA-08, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GA),CC and ISLA-(CT)sAC
primers in RAPD and ISSR analysis.

Key words: Amaranth, Amaranthus caudatus L., Amaranthus cruentus L., Amaranthus
hypochondriacus L., genetic similarity, RAPD, ISSR.



Uvop

Druhy rodu laskavec boli dolezitymi plodinami v roznych Castiach sveta v r6znych obdobiach pocas
poslednych niekol’ko tisic rokov. Najvicsie pestovatel'ské plochy boli zaznamenané pocas vrcholného
obdobia Aztéckej civilizacie v Mexiku okolo roku 1400. V obdobi pocas poslednych dvoch storo¢i boli
druhy rodu laskavec pestované v rozmanitych oblastiach, ako Mexiko, $taty strednej Ameriky, India,
Nepél, Cina a vychodna Afrika (Myers, Putnam, 1988).

Rod laskavec zahima skupinu volne rastucich druhov, burin a domestikovanych druhov, ktoré vznikli
procesom hybridizacie v ramci a medzi uvedenymi skupinami (Kulakow, Jain, 1990).

Vyznamnost' zaradenia laskavca medzi komeréne vyuzivané plodiny spociva najmd v priaznivom
chemickom zlozeni semena. Z nutri¢ného hl'adiska je zaujimavy obsah bielkovin a tuku, ktoré su zastupené
v relativne va¢Som mnozstve v porovnani s inymi obilninami pripadne pseudoobilninami. Obsah lyzinu je
povazovany za klucovy pre hodnotenie kvality bielkoviny laskavca, hoci semend obsahuju viac
esencialnych aminokyselin ako zrna obilnin (Bressani, 1988). Laskavce mézu byt’ vd’aka vysokej produkcii
biomasy v kratkom ¢asovom intervale vyuzité ako krmivo pre domace zvierata (Kauffman, Weber, 1990).

Zaradenie laskavca ako plodiny s dobrou nutri¢nou kvalitou, s vysokou schopnostou prispdsobenia sa
rozmanitym podmienkam prostredia a pestovatel'skym technoldgiam, si vyzaduje detailné poznanie
evolucie, pribuznosti a genetickej rozmanitosti. Toto poznanie je potrebné pre uchovavanie genetickych
zdrojov, ako aj pre selekciu novych odrdd laskaveov (Kulakow, Jain, 1990).

Genetické zdroje laskavca st popisané a udrziavané v génovych bankach v priblizne 11 krajinach. Pre
vyuzitelnost” genetickych zdrojov je nevyhnutna podrobna charakteristika jednotlivych genotypov. Popisné
klasifikatory pre jednotlivé druhy st pristupné v Rodale Research Center, v katalogu pre genetické zdroje
(Kauffman, Weber, 1990). Popisny klasifikator v§eobecného charakteru bol spracovany Jainom (Grubben,
Sloten, 1981). Pre efektivne vyuzivanie genetickych zdrojov rastlin je viak nevyhnutné poznat informacie,
tykajuce sa genetickej pribuznosti a rozmanitosti (Chan, Sun, 1997).

Pre slachtitel'ské programy boli vybraté niektoré znaky, na ktoré je potrebné sa zamerat’ pri tvorbe
a zlepSovani odrod, s dorazom na velkost' semena, toleranciu k patogénom a Skodcom, zivotaschopnost’
semien, redukciu vypadavania naziek, stabilitu (odolnost’ voéi polichaniu), jednoduchost’ Cistenia semien
od obalovych vrstiev a vysoky obsah bielkovin (Weber, Kauffman, 1990).

1. PREHCAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY

1.1 Historia a vyuZitie laskavca

Archeologické nalezy dokazuji vyskyt laskavca v oblasti udolia Tehuacan v Mexiku v obdobi 6 700
az 5000 rokov pred naSim letopoctom. Druhy centralnej Ameriky, laskavec Cervenoklasy a laskavec
metlinaty, sa stali najdolezitej$imi plodinami v obdobi Aztéckeho impéria (Flores, Teutonico, 1986).
Aztécke pisomnosti dokazuji uchovavanie velkého mnozstva semien laskavca spolu s kukuricou
a fazulou, ako kazdoro¢nu vd'aku vladnucej vrstve. Aztékovia pouzivali laskavec, ktory nazyvali ,,huautli”,
v napojoch, omackach, pre placky ,,tortillas” a pre r6zne medicinske tcely. Pukané alebo mleté laskavcové
semend sa Casto pridavali do medu, alebo inych sladkych, lepkavych rastlinnych materidlov, a boli
formované do roéznych tvarov a figlirok, ktoré sa vyuzivali pri oslavach a nabozenskych ritudloch (Brenner
et al., 2000). Z ¢ias Aztéckej civilizacie s pre laskavec zname synonyma ,,mystické semend Aztékov,
super semena Aztékov” a ,,zlaté semeno Bohov” (Stallknecht, Schulz-Schaeffer, 1993).

Az do polovice 20. storocia bola India jedinou krajinou so vzrastajucou produkciou laskavca. Dokazy
o kvalite bielkovin spustili obnovenie zaujmu o laskavec. Za poslednych dvadsat’ rokov sa ziskalo mnoho
poznatkov o nutrinej kvalite, ako aj o poziadavkidch na pestovanie. Boli vyslachtené odrody so
zlepSenymi vlastnostami, hoci v oblasti §l'achtenia laskavca je stale potrebné d’alSie Stidium (Brenner et
al., 2000).

1.2 Geneticka rozmanitost’

Geneticka rozmanitost je vo vSeobecnosti definovana ako mmnozstvo genotypovej rozmanitosti
v populécii, alebo pocet odlisnych alel v 10kuse a vyskyt 16kusov s viac ako jednou alelou v rdmci druhu
alebo populacie.

Poznanie genetickej rozmanitosti a genetickych pribuzenskych vztahov vramci biologického
materialu je vhodnym nastrojom pre $l'achtitel'ské ciele. V sucasnosti je dostupnych mnoho metdd pre
analyzu genetickej rozmanitosti v zbierkach genofondov rastlin (El-Itriby, 2007).



1.3 Molekuliarne markéry na wirovni nukleovych Kyselin

V nedavnej minulosti sa molekuldrne markéry stali zédkladnou anevyhnutnou sucastou prace
rastlinnych biologov. Molekularne markéry su vhodné pre zistovanie genetickych odtlatkov genotypov,
fylogenetické Studie, zistovanie pribuznosti druhov vrameci Celade, evoluénych zmien v poradi
nukleotidov DNA, ur¢ovanie zhody medzi inbrédnymi liniami (z hl'adiska maximalizacie heterozy
u hybridov), mapovanie rastlinnych genémov atd’. (Fu Yu et al., 1993; McClean, 1998).

Termin ,,molekularny markér” je pouzivany pre mnohé techniky, ktoré su zamerané na hodnotenie
variability na urovni DNA (Koebner et al., 1994). Podl'a autorov Ford-Lloyd, Painting (1994) ide o poradie
nukleotidov DNA, ktoré moze byt zistené a jeho dedic¢nost’ monitorovana. Kahl (2001) uvadza, ze tiez
markéry na Grovni analyzy bielkovin patria do skupiny molekularnych markérov.

Molekularny markér moze byt odvodeny od akychkol'vek molekularnych tdajov, ktoré poskytuji
analyzovatelny polymorfizmus medzi dvomi organizmami, ktoré si porovnavané (Weising et al., 1998).
Vhodné molekuldrne markéry by mali spiitat’ niektoré kritéria. Ford-Lloyd, Painting (1994), Kahl (2001)
uvadzaju nasledovné pozadované vlastnosti molekularneho markéra: (a) polymorfizmus, (b) kodominancia,
(c) vyskyt v genéme, (d) jednoduché, rychle a finan¢ne nenarocné urcovanie, (e) opakovatelnost’ v ramci
a medzi laboratoriami.

1.3.1 Polymorfizmus nahodne zmnoZenej DNA

Polymortizmus ndhodne zmnozenej DNA (RAPD) bol prvykrat popisany Williamsom et al. (1990).
RAPD vyuziva polymerazovi retazovu reakciu spouzitim kratkych oligonukleotidov, najCastejsie
dekamérov, s ndhodnym poradim nukleotidov, s 50-80 % obsahom guaninu a cytozinu. Po zmnoZzeni st
fragmenty rozdel'ované v agar6zovom géli, farbené etidium bromidom a vizualizované v transiluminatore
pri UV ziareni (Kahl, 2001).

Pocet namnozenych usekov DNA je zavisly od pouzitého prajmera a genomickej DNA. Jednoducha
zmena v nukleotidovom zlozeni prajmera moze viest’ k zmene vysledného RAPD profilu. Podmienky PCR
limituji velkost’ zmnozenych fragmentov od 100 do 3000 bp. RAPD markéry su prevazne dominantné
a dedicné (Fu Yu et al., 1993).

Nevyhnutnou sucastou kazdej Stidie, vyuzivajicej metdédu RAPD, je z hladiska zlepSenia
opakovatelnosti optimalizacia (Lim et al., 2000). Pre optimalizaciu reakcii je potrebné zvazit mnozstvo
templatovej DNA, koncentraciu Mg”', koncentraciu prajmera (Marsan et al., 1993); obsah guaninu
acytozinu (GC) vprajmeroch (Lim et al, 2000); koncentraciu DNA polymerazy, pomer medzi
koncentraciou prajmera a templatovej DNA, koncentraciu deoxyribonukleotidov, ako aj druh termocykléra
(Lowe et al., 1996; Tcherneva et al., 2000) a teplotny a asovy profil polymerazovej retazovej reakcie (Yu,
Pauls, 1992; 1994).

Po optimalizacii podmienok RAPD je mozné dosahovat’ opakovatelné vysledky v ramci laboratéria.
Kahl et al. (2001) uvadza ako variant RAPD, metodu optimalizovana RAPD (optimized stringent RAPD,
OS-RAPD), ktoru charakterizuje ako viac opakovatelmi. RAPD bola vyuzita pri analyze genetickej
pribuznosti ¢ajovnika ¢inskeho (Lai et al., 2001); identifikacii odrod a hodnoteni genetickej pribuznosti
dvojslivky ¢inskej (Ding et al., 2000); $tadiu genetickej variability v populaciach eukalyptu (Li, 2000);
genetickej analyze hybridnej populacie chryzantémovky (Huang et al., 2000); zistovani reproduktivnej
biologie I'ubovnika bodkovaného (Arnholdt, 2000); identifikacii odréd I'ul’ka zemiakového (Polzerova,
Ptacek, 2000; Heldak et al., 2001); hodnoteni genetickej diverzity kolekcie genofondu manioka jedlého
(Colombo et al., 2000); genetickej analyze klonov olejnice guinejskej (Nurhaimi, Darussamin, 1997) a iné.

1.3.2 Molekularne markéry vyuzivajice mikrosatelity

Mikrosatelity (opakujuce sa kratke poradia nukleotidov — SSR; jednoduché tandemové opakovania —
STR) su tandemové opakovania kratkych poradi nukleotidov (obycajne 1-5), ktoré s pritomné
v eukaryotickych gendomoch (Bezo et al., 2001). Vyznamnou vlastnostou mikrosatelitnych poradi
nukleotidov je ich neobycajne vysoky stupefi rozmanitosti medzi organizmami, ktord sa prejavuje vo
variabilnom pocte tandemovych opakovani.

Vo vseobecnosti mozno techniky, zaoberajuce sa analyzou variability mikrosatelitnych poradi
nukleotidov rozdelit’ do Styroch skupin.
e Vyuzitie sond s mikrosatelitnym poradim nukleotidov pre multilokusovii RFLP analyzu.



e Vyuzitie oligonukleotidov, komplementarnych k mikrosatelitnym poradiam nukleotidov (pripadne
v kombinacii s ndhodnymi prajmermi) pre zmnozenie Usekov DNA v polymerazovej retazovej
reakcii: MP-PCR (PCR s prajmermi komplementarnymi k mikrosatelitnému poradiu nukleotidov),
SPAR (reakcia sjednoduchym prajmerom), AMP-PCR (PCR sukotvenymi prajmermi,
komplementarnymi  k mikrosatelitnému poradiu nukleotidov), ISSR (zmnoZenie oblasti medzi
jednoduchymi opakovaniami nukleotidov), RAMP (polymorfizmus ndhodne zmnoZenej
mikrosatelitnej DNA).

e Vyuzitie sond s mikrosatelitnym poradim nukleotidov pre odhalenie sekundarmeho polymorfizmu
hybridizaciou sond s elektroforeticky rozdelenymi RAPD alebo MP-PCR fragmentmi: RAMPO
(polymorfizmus nadhodne zmnozenej DNA s naslednou hybridizaciou produktov s mikrosatelitnou
sondou).

e Vyuzitie $pecifickych prajmerov, ohraniCujucich mikrosatelitné poradie nukleotidov pre jej zmnozenie
v polymerazovej retazovej reakcii pre analyzu variability dizky mikrosatelitnych tisekov DNA: STMS
(sekvencné oznacenia miesta mikrosatelitnej DNA), synonyma: SSR (opakujuce sa kratke poradia
nukleotidov), STRs (jednoduché kratke opakovania), mikrosatelity — microsatellites (Zietkiewicz et al.,
1994; Richardson et al., 1995; Wolff et al., 1995; Ramser et al., 1997; Weising et al., 1998).

Vyuzitie mikrosatelitnych poradi nukleotidov ako molekularnych markérov ma niekolko vyhod:

(a) vyskyt mikrosatelitnych poradi nukleotidov je variabilny v roznych organizmoch, a to najma v spojitosti

s poc¢tom tandemovych opakovani, (b) mikrosatelity st v genomoch zastiipené frekventovane a vo velkom

pocte vo vsetkych doteraz testovanych eukaryotickych gendmoch, (c) mikrosatelitné poradia nukleotidov

st rovnomerne sa vyskytujiice v genomoch a (d) mikrosatelity su pravdepodobne nefunkéné, a preto by

mali splitat’ podmienku nezavislosti (Weising et al., 1998).

2. CIEL PRACE

Cielom dizertacnej prace ,,Geneticka analyza laskavca (Amaranthus L.) DNA markérmi* bolo na
zaklade teoretickych poznatkov a vlastnych experimentalnych vysledkov analyzovat’ a zhodnotit’ moznosti
vyuzitia. DNA  polymorfizmu na urcenie biologickej rozmanitosti genotypov  laskavca
chvostnatého,laskavca metlinatého a laskavca ¢ervenoklasého.

Dizerta¢na praca bola zamerana na:

e Ziskanie in vitro rastlin genotypov troch druhov rodu laskavec, vhodnych pre izolaciu celkovej
genomickej DNA pre molekulame analyzy.

e Ziskanie vhodného protokolu ajeho optimalizaciu pre izolaciu DNA laskavca vhodnej kvality
a mnozstva pre polymerazovi retazovu rekciu.

e  Optimalizaciu podmienok polymerazovej retazovej reakcie pre RAPD a ISSR.

e Overenie moznosti uplatnenia RAPD a ISSR metddy a vhodnost’ vybranych prajmerov pre $tadium
genetickej variability genotypov laskavca.

e Porovnanie biologickej rozmanitosti kolekcie genofondu laskavca na trovni polymorfizmu DNA
technikami RAPD a ISSR.

e Urcenie genetickej pribuznosti medzi genotypmi laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého
a laskavca cervenoklasého.

e Vyhodnotenie zoskupeni genotypov laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého a laskavca
Cervenoklasého pri pouziti jednotlivych DNA markérov v PCR reakciach pre zistenie rozmanitosti
genofondu laskavca.

Vedecké zameranie dizertacnej prace bolo orientované na analyzu polymorfizmu medzigénovej DNA,
vyplyvajiceho z porovnavania nasyntetizovanych fragmentov dvojvlaknovej DNA v PCR ohrani¢enymi
kratkymi ndhodnymi poradiami nukleotidov (RAPD) a ohrani¢enymi, kratkymi, po sebe sa opakujucimi
poradiami nukleotidov (ISSR) v ramci zbierky genotypov laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého
a laskavca Cervenoklasého rozneho povodu a urovne §lachtenia.

Spolocensky prinos rieSenia dizertacnej prace sa predpoklada v oblasti ziskavania objektivnych udajov
pre identifikaciu a vzajomné rozliSovanie odrdd, ktoré sa uplatnia v génovych bankach apri pravnej
a obchodnej ochrane vysledku §l'achtenia, mnoZzenia osiva, autorskych, licenénych a inych prav slachtitel’a,
mnozitel'a a majitel'a odrody a pri tvorbe vychodiskového $l'achtitel'ského materialu.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Biologicky material

Biologicky material vo forme semien bol ziskany z génovej banky z North Central Regional PI Station
(NC 7), Iowa State University, Ames. V tabul’kach 3.1, 3.2 a 3.3 st uvedené druhy a genotypy, ktoré boli
stucast’'ou genetickej analyzy.

Tabul’ka 3.1 Prehl’ad genotypov laskavca chvostnatého (Amaranthus caudatus L.).

Kod Genotyp Krajina povodu Poznamka

LCH-01 | Ames 127511667 Nepal Neznamy pévod
LCH-02 | P1490440 LSK 19 Peru Neznamy povod
LCH-03 | P1 490604 HH 50 Bolivia Neznamy povod
LCH-04 | P1490642 LSK 462 Peru Neznamy povod
LCH-05 | P1480816 IC-38286 India Neznamy povod
LCH-06 | P1480854 I1C-38313 India Neznamy povod
LCH-07 | PI 511693 Achis Peru Pestovany material
LCH-08 | PIS11711 HH 77 Ekvador Pestovany material
LCH-09 | P1568147 coime Bolivia, Tarija Pestovany material
LCH-10 | PI 175039 RRC 10 India Neznamy povod
LCH-11 | PI1553073 Love-Lies-Bleeding USA, New Yersey | Odroda

LCH-12 | PI1 166045 Chua India Neznamy povod
LCH-13 | P1 632249 USA, Iowa Neznamy pévod
LCH-14 | Ames 5600 India Neznamy povod
LCH-15 | Ames 5685 USA, Pensyvania Neznamy povod
LCH-16 | NSL 109789 Taliansko Neznamy pévod

Tabul’ka 3.2 Prehl'ad genotypov laskavca metlinatého (Amaranthus cruentus L.).

Kod Genotyp Krajina povodu Poznamka
LM-01 | Ames 1959 RRC 1 Ghana Odroda
LM-02 | Ames 5129 RRC 360 Nigéria Neznamy povod

LM-03 Ames 21948

Papua-Nova Guinea | Neznamy povod

LM-04 | P1566896 Komo USA, Arizona Krajova odroda
LM-05 | PI511719 Niqua, alegria, chang Guatemala Pestovany material
LM-06 | PI511876 Huatle Mexiko Krajova odroda
LM-07 | P15275671Z 32 Burundi Krajova odroda
LM-08 | PI1 604558 Mapes 821 Mexiko Krajova odroda

LM-09 | P1612169 Tibet Yellow Cina Pestovany material

LM-10 | Ames 5638 RRC 1139 Mexiko, Puebla Neznamy povod
LM-11 | Ames 5648 RRC 1148 Mexiko, Sonova Nezndmy povod
LM-12 | PI 477913 RRC 1011 Mexiko Odroda

LM-13 | Ames 5493 RRC 768 Mexiko, Morelos Neznamy pévod
LM-14 | Ames 5369 RRC 685 Kongo Odroda

LM-15 | Ames 5310 RRC 659 Mexiko, Sonova Krajova odroda
LM-16 | Ames 25121 CEN/IB/97/AMA/003 Nigéria, Oyo Volne rastici druh
LM-17 | Ames 2215 RRC 308 Mexiko, Sonova Krajova odroda

LM-18 | PI1 566897 Kerala Red India, Kerala Pestovany material




Tabulka 3.3 Prehl’ad genotypov laskavca Cervenoklasého (Amaranthus hypochondriacus L.).

Kod Genotyp Krajina povodu Poznamka

LC-01 | Ames 2064 RRC 126 Nepal SFachtitePsky material
LC-02 | Ames 2086 RRC 149 Nepal Neznamy povod
LC-03 | Ames 2061 RRC 124 Nepal Neznamy p6évod
LC-04 | Ames 21046 Annapurna India Odroda
LC-05 | PI 481464 EC-18626 Nepal Neznamy povod
LC-06 | PI 538794 AJCO74 Rusko Pestovany material
LC-07 | PI 542595 Cina Pestovany material
LC-08 | PI568130 DB 926 USA, lowa Srachtitel'sky materidl
LC-09 |[PI511731 HH 104 Mexiko Pestovany material
LC-10 | Ames 12744191 Nepal Neznamy pévod
LC-11 Ames 1972 RRC 18 A Nigéria Srachtitel'sky material
LC-12 | PI274279 RRC 171 India, Himachal Pradesh | Neznamy povod
LC-13 P1337611 P 373 Uganda Krajova odroda
LC-14 [ PI477915 RRC 1008 India Srachtitel'sky material
LC-15 | PI1477916 RRC 1023 Mexiko Odroda
LC-16 P1477917 RRC 1024 Mexiko Odroda
LC-17 | Ames 2178 RRC 266 Nepal Srachtitel'sky material
LC-18 | Ames 5132 RRC 363 Mexiko, Chihuahua Krajova odroda
LC-19 | Ames 5209 RRC 457 Mexiko, Mexiko Krajova odroda
LC-20 | Ames 5321 RRC 539 Mexiko, Chihuahua Krajova odroda
LC-21 Ames 5467 RRC 720 Mexiko, Oaxaca Neznamy povod

3.2 Izolacia DNA

DNA bola izolovana z ¢erstvych listov rastlin, genotypov rodu laskavec, pestovanych v in vitro
podmienkach, pri¢om kazdy genotyp reprezentovalo desat’ individualnych rastlin. Pre izolaciu DNA bol
optimalizovany protokol autorov Rogers, Bendich et al. (1994).

3.3 Optimalizované podmienky PCR pre RAPD a ISSR

Na zaklade optimalizacie polymerazovej retazovej reakcie boli stanovené podmienky pre RAPD
analyzu. Vsetky reakcie prebiehali v 25 pl reakénej zmesi, obsahujucej: 20 mmol.dm-3 Tris-HCI, pH 8,0
(Invitrogen™, Life Technologies), 50 mmol.dm® KCI (Invitrogen™, Life Technologies), 1 U Taq
polymerazy (Invitrogen™, Life Technologies), 3 mmol.dm® MgCl, (Invitrogen™, Life Technologies), 0,1
mmol.dm™ deoxyribonukleotidy (Promega), 0,4 umol.dm™ prajmer (tabul’ka 3.4), 20 ng DNA.

Casovy a teplotny profil reakcii bol nasledovny: 2 mintty pri 94 °C pre Gvodnii denaturciu, 45
cyklov: 1 minttu pri 94 °C pre denaturaciu, 1 minttu pri 36 °C pre naviazanie prajmera, 2 minuty pri 72 °C
pre polymerizaciu azavereény krok 7 minat pri 72°C pre polymerizaciu. Reakcie prebiehali
v termocykléri PTC-150 Minicycler (MJ Research). Produkty polymerazovej retazovej reakcie boli
rozdelované v2 % agarézovom géli (3 : 1, Amresco) v1 x TBE tlmivom roztoku, farbené etidium
bromidom (0,5 pg.ml") a fotografované pri UV Ziareni pomocou dokumentaéného systému KODAK
EDAS 290. V elektroforeogramoch bol pouzity markér 100 bp a 250 bp DNA markér (Invitrogen™, Life
Technologies) pre urcenie velkosti zmnozenych fragmentov. Pre zabezpecenie kontroly opakovatelnosti
produktov bola polymerazova retazova reakcia s DNA laskavca chvostnatého genotypu PI 553073 Love-
Lies Bleeding opakovana trikrat.

Na zaklade optimalizacie polymerdzovej retazovej reakcie boli stanovené podmienky pre ISSR
analyzu. Vsetky reakcie prebiehali v 25 pl reakénej zmesi, obsahujucej: 20 mmol.dm-3 Tris-HCI, pH 8,0
(Invitrogen™, Life Technologies), 50 mmol.dm® KCIl (Invitrogen™, Life Technologies), 1 U Taq
polymerazy (Invitrogen™, Life Technologies), 3 mmol.dm® MgCl, (Invitrogen™, Life Technologies), 0,1
mmol.dm® deoxyribonukleotidy (Promega), 0,2 umol.dm™ prajmer (tabulka 3.5), 20 ng DNA. Casovy
a teplotny profil reakcii bol nasledovny: 2 mintty pri 94 °C pre uvodnu denaturaciu, 45 cyklov: 1 minutu
pri 94 °C pre denaturaciu, 1 minitu pri 50 °C pre naviazanie prajmera (annealing), 2 minuty pri 72 °C pre
polymerizaciu a zaverecny krok 7 mintt pri 72 °C pre polymerizaciu. Reakcie prebiehali v termocykléri
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PTC-150 Minicycler (MJ Research). Produkty polymerazovej retazovej reakcie boli rozdelované v 2 %
agarézovom géli (3 : 1, Amresco) v 1 x TBE tlmivom roztoku, farbené etidium bromidom (0,5 pg.ml™)
a fotografované pri UV ziareni pomocou dokumentacného systtmu KODAK EDAS 290. Vo
elektroforeogramoch bol pouzity markér 250 bp DNA markér (Invitrogen™, Life Technologies) pre
urcenie velkosti zmnozenych fragmentov.

Pre zabezpecenie kontroly opakovatelnosti produktov bola polymerazova retazova reakcia s DNA
laskavca chvostnatého genotypu PI 553073 Love-Lies Bleeding opakovana trikrat.

Tabulka 3.4 Prehl'ad prajmerov pre RAPD analyzu.

Oznagenic prajmera Poradie nukleotidov Oznagenic prajmera Poradie nukleotidov
(5" >3) (5" >3)
RALA-01 © CCTGGGTGGA RALA-09 CCGGCCCCAA
RALA-02 GGTGGCGGGA RALA-10 ™ TTACCTGGGC
RALA-03 ® CCTGGGCCTC RALA-11® AAAACCGGGC
RALA-04 GGGCCGTTTA RALA-1/6 @ TACGATGACG
RALA-05 ® CCCGCCTCCC RALA-1/8 @ CAAACGGCAC
RALA-06 CCGGCCTTAC RALA-2/5® CTTGACGGGG
(1)

xt’:g; o) (C:ggggggég RALA-3/8 @ AGGAGTGAGA

Vysvetlivky: () - Invitrogen™, Life Technologies, ® — Integrated DNA Technologies

Tabul’ka 3.5 Prehl'ad prajmerov pre ISSR analyzu.

Oznacenie prajmera Poradie nukleotidov (5" — 3")
ISLA-(AGC),G "V AGC AGC AGC AGC G
ISLA-(CA)AG CA CA CA CA CA CA AG
ISLA-(CA)GG CA CA CA CA CA CA GG
ISLA-(CA)GT CA CACACACACAGT
ISLA-(CT)s " CTCTCTCTCTCTCTCT
ISLA-(CT);AC CTCTCTCTCTCTCTCTAC
ISLA-(CT)TG CTCTCTCTCT CT CT CT TG
ISLA-(GA),CC " GA GA GA GA GA GA CC
ISLA-(GAG),GC " GAG GAG GAG GC
ISLA-(GTG);GC " GTG GTG GTG GC
ISLA-(GT),CC GT GT GT GT GT GT CC

Vysvetlivky: () — Invitrogen™, Life Technologies

3.4 Analyza dat

Digitalny obraz elektroforeogramu bol vyhodnoteny pomocou programu KODAK 1 D. Program
Microsoft Excel 2003 bol pouzity na spracovanie podkladovych dat pritomnosti alebo nepritomnosti
prazku vdrahe elektroforeogramu, ¢o bolo podkladom pre hierarchicki zhlukova analyzu metédou
UPGMA. Analyzou UPGMA v programe SYNTAX boli uréené priemerné euklidovské vzdialenosti
zhlukov (PEVZ) a zostavili sa vetvové ¢lenenia zhlukov.

Podkladové tdaje pritomnosti alebo nepritomnosti prizku v drahe elektroforeogramu boli pouzité aj
pre vypocet indexu (koeficientu) pribuznosti (Nei, Li, 1979) podl'a vzorca:

Sas =2 x pocet spolocnych prazkov / (pocet prizkov v dréhe A + pocet prazkov v dréhe B).

Hodnota ur¢itého PCR produktu bola hodnotena na zaklade podobnosti k optimalnym podmienkam
(optimalne podmienky znamenaju, ze 50 % genotypov obsahuje produkt). Tato ,,informativnost PCR
produktu® I, je mozné vyjadrit’ v rozsahu od 0 do 1 na zaklade vzorca: I, = 1 — (2 x |0,5 — p|), kde p je
podiel zhodnoteného mnozstva genotypov, ktoré obsahuju prislusny PCR produkt. Hodnota I, bola
vypocitana pre vSetky produkty, ktoré sa jednotlivymi technikami ziskali. Ak st vSetky produkty optimalne
informativne, vtedy tym najlep§im prajmerom alebo technikou je ta, ktora generuje najviac PCR
produktov. Za predpokladu, ze tieto produkty su vztiahnuté k ich pribuznosti k optimélnej ,,informativnosti
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PCR produktu®, schopnost” prajmera alebo techniky rozlisit’ vel’ké mnoZzstvo genotypov je reprezentované
sumou tychto hodnét, ako rozliSovacia schopnost’ prajmera (Rp): Rp = £ I, (Prevost, Wilkinson [1999];
Chakrabarti et al. [2001]).

Koeficient rozliitelnosti genotypov bol vypocitany ako podiel rozliSenych genotypov z celkového
poctu analyzovanych genotypov.

4. VYSLEDKY

Genotypy laskavca chvostnatého boli analyzované pomocou 5 RAPD a 8 ISSR prajmerov. V RAPD
analyze bolo vytvorenych 10—17 urovni rozdelenia namnozenych DNA tusekov v PCR, v ISSR analyze to
bolo 14-21 urovni namnozenych DNA usekov. Polymorfizmus DNA fragmentov v RAPD dosahoval
hodnoty 72,73-94,12 %, v ISSR 55,56-100,00 %. Priemerny pocet fragmentov v RAPD bol 4,38-9,81,
v ISSR dosahovali priemerné hodnoty 4,88-12,25. RozliSovacia schopnost’ prajmera (Rp) dosahovala
v RAPD hodnoty 3,25-6,88, v ISSR 4,50-7,75. Priemerna hodnota indexu pribuznosti (SIy.) bola v RAPD
v intervale od 0,63 do 0,81, v ISSR boli hodnoty v intervale 0,50-0,88. Minimalne hodnoty PEVZ boli aj
v pripade RAPD aj v pripade ISSR 0,000E+00. Maximélne hodnoty boli v RAPD analyze v intervale od
0,148E+02 (prajmer RALA-06) do 0,285E+02 (prajmer RALA-05). VISSR analyze bola najnizsia
maximalna hodnota PEVZ 0,196E+02 (prajmer ISLA-(CA)¢GT) a najvyssia 0,395E+02 (prajmer ISLA-
(GAG);GC). Z hladiska poctu rozlisenych genotypov mozno skonstatovat, ze v RAPD analyze bolo
mozné prajmerom RALA-05 rozlisit’ % (hodnota koeficientu rozlisitelnosti genotypov 0,75) genotypov
laskavca chvostnatého. V ramei ISSR analyzy bolo rozliSenych ¥ a viac genotypov laskavca chvostnatého
pomocou prajmerov: ISLA-(CA)sGT, ISLA-(CA)AG, ISLA-(CA)sGG a ISLA-(GT)sCC. Najvyssi pocet
genotypov (koeficient rozliSitelnosti genotypov 0,88) laskavca chvostnatého bolo mozné rozlisit’
prajmermi ISLA-(CA)GG aISLA-(GT)sCC. Okrem genotypov PI 480816 IC-38286 (LCH-05) a PI
480854 1C-38313 (LCH-06) z Indie, bolo rozlisenych ostatnych 14 genotypov v pripade pouzitia prajmera
ISLA-(CA)sGG.

Na zaklade vetvovych ¢leneni podla UPGMA, ako aj na zaklade indexov pribuznosti bola potvrdena
zhoda oboma metdédami medzi genotypmi laskavca chvostnatého: PI 490440 LSK 19 (LCH-02) a PI
490604 HH 50 (LCH-03) s povodom v Peru a Bolivii, PI 490440 LSK 19 (LCH-02) a PI 511693 Achis
(LCH-07) s pévodom v Peru, PI 480816 IC-38286 (LCH-05) a PI 480854 1C-38313 (LCH-06) s povodom
v Indii, PI 511693 Achis (LCH-07) z Peru a PI 511711 HH 77 (LCH-08) z Ekvadora a PI 553073 Love-
Lies-Bleeding (LCH-11) zUSA, PI 553073 Love-Lies-Bleeding (LCH-11) a Ames 5685 (LCH-15)
z USA, PI 632249 (LCH-13) z USA a Ames 5600 (LCH-14) z Indie ako aj PI 632249 (LCH-13) a Ames
5685 (LCH-15) z USA.

Najcastejsie boli samostatne zhlukované metodou RAPD genotypy laskavca chvostnatého PI 480816
1C-38286 (LCH-05) a PI 480854 1C-38313 (LCH-06) s povodom v Indii, medzi ktorymi bola preukazana
vysoka geneticka pribuznost’ niekol’kymi prajmermi. Metodou ISSR sa okrem genotypov LCH-05 a LCH-
06, samostatne zhlukovali genotypy PI 568147 coime (LCH-09) a PI 175039 RRC 10 (LCH-10) z Bolivie
a Indie.

Genotypy laskavca metlinatého boli analyzované pomocou 9 RAPD a 6 ISSR prajmerov. V RAPD
analyze bolo vytvorenych 9-17 urovni rozdelenia namnozenych fragmentov. V ISSR analyze bolo
vytvorenych 11-25 urovni. Polymorfizmus DNA fragmentov dosahoval hodnoty v RAPD analyze 63,64—
93,75 %, v ISSR analyze 70,00-100,00 %. Priemerny pocet nasyntetizovanych DNA tsekov bol v RAPD
v intervale od 3,60-7,89, vISSR od 3,61-13,83. RozliSovacia schopnost’ prajmera (Rp) dosahovala
minimalnu hodnotu v RAPD 2,11, vISSR 3,44 a maximalnu hodnotu v RAPD 7,89, vISSR 10,33.
Priemerné hodnoty indexu pribuznosti (Slyy) boli v RAPD v intervale od 0,67 do 0,84, vISSR boli
hodnoty v intervale 0,60-0,86. Minimalne hodnoty PEVZ boli aj v pripade RAPD aj v pripade ISSR
0,000E+00. Maximalne hodnoty PEVZ boli v RAPD analyze v intervale od 0,117E+02 (prajmer RALA-
2/5) do 0,297E+02 (prajmer RALA-1/8). VISSR analyze bola najniz$ia hodnota PEVZ 0,170E+02
(prajmer ISLA-(CA)GG) anajvyssia 0,428E+02 (prajmer ISLA-(GAG);GC). Pri hodnoteni poctu
rozliSenych genotypov sme dosiahli nasledovné vysledky. V RAPD analyze bolo rozliSenych maximalne
13 z hodnotenych 18 genotypov (hodnota koeficientu rozliSitelnosti genotypov 0,72) prajmermi RALA-03
aRALA-08. VISSR analyze bolo mozné rozliSit' najviac 16 zhodnotenych 18 genotypov laskavca
metlinatého a to prajmermi ISLA-(GTG);GC a ISLA-(GA)sCC.



Na zaklade vetvovych ¢leneni podla UPGMA, ako aj na zaklade indexov pribuznosti bola potvrdena
zhoda medzi viacerymi genotypmi metoédami RAPD aj ISSR. Zhodné zhlukovanie medzi urCitymi
genotypmi bolo potvrdené ako metédou RAPD, tak aj metédou ISSR.

V ramci hodnotenia laskavca metlinatého bol najéastejsie samostatne zhlukovany genotyp PI 511876
Huatle (LM-06) z Mexika. V ramci RAPD analyzy bol uvedeny genotyp samostatne zhlukovany pomocou
prajmerov RALA-2/5, RALA-05, RALA-07 aRALA-08 avramci ISSR vytvoril uvedeny genotyp
samostatny zhluk pomocou prajmerov ISLA-(CA):GG, ISLA-(CT)sAC aISLA-(GA)CC. Je mozné
predpokladat’ vyssiu genetickll odliSnost medzi uvedenym genotyp a ostatnymi hodnotenymi genotypmi
laskavca metlinatého.

Genotypy laskavca ¢ervenoklasého boli analyzované pomocou 4 RAPD a 7 ISSR prajmerov. V RAPD
analyze bolo vytvorenych 10-13 rovni rozdelenia namnozenych DNA fragmentov, v ISSR to bolo 10-21
urovni. Polymorfizmus DNA fragmentov v RAPD analyze dosahoval hodnoty 70,00-100,00 %, v ISSR
analyze to boli hodnoty 64,71-100,00 %. Priemerny pocet fragmentov v RAPD dosahoval hodnoty 5,67—
7,10, vISSR 3,24-11,81. Hodnoty rozliSovacej schopnosti prajmera (Rp) mali minimalnu hodnotu
hodnota indexu pribuznosti (SIxp) bola v RAPD v intervale od 0,63 do 0,77 a v ISSR od 0,58 do 0,84.
Miniméalne hodnoty PEVZ boli aj v pripade RAPD aj v pripade ISSR 0,000E+00. Maximélne hodnoty boli
vRAPD analyze vintervale od 0,153E+02 (prajmer RALA-01) do 0,185E+02 (prajmer RALA-03).
V ISSR analyze bola najnizsia hodnota PEVZ 0,160E+02 (prajmer ISLA-(CT)sAC) a najvyssia hodnota
0,421E+02 (prajmer ISLA-(GAG);GC). Z hl'adiska poctu rozlisenych genotypov mozno konstatovat, ze aj
v RAPD aj v ISSR analyze bolo mozné rozlisit' maximalne 13 z21 analyzovanych genotypov (hodnota
koeficientu rozlisiteInosti prajmerov 0,62) pomocou prajmerov RALA-01 a ISLA-(GTG);GC.

Na zéklade vetvovych ¢leneni podl'a UPGMA, ako aj na zaklade indexov pribuznosti bola potvrdena
zhoda medzi viacerymi genotypmi metddami RAPD a ISSR.

V ramci hodnotenia laskavca cervenoklasého bol najcastejsie zhlukovany genotyp PI 511731 HH 104
(LC-09) z Mexika pomocou prajmerov ISLA-(CA)AG a ISLA-(GTG);GC a Ames 2086 RRC 149 (LC-
02) z Nepalu pomocou prajmerov ISLA-(GTG);GC, ISLA-(CT);AC a ISLA-(GA)sCC.

Z hladiska mozného rozliSenia genotypov mozno konstatovat, Ze metédou RAPD bolo mozné rozlisit’
75 % genotypov laskavca chvostnatého pomocou jedného prajmera — RALA-05, viac ako 50 % genotypov
bolo mozné rozlisit’ pomocou dvoch prajmerov — RALA-01 a RALA-03 a menej ako 50 % bolo mozné
rozlisit’ pomocou prajmerov RALA-06 a RALA-08. Metodou ISSR bolo mozné rozlisit’ 75 % genotypov
pomocou prajmera ISLA-(CA)sGT, 81 % genotypov bolo rozliSenych pomocou prajmera ISLA-(CA)AG
a88 % genotypov bolo rozlienych pomocou prajmerov ISLA-(CA)GG aISLA-(GT)sCC, 50 %
genotypov rozlisil prajmer ISLA-(GA)sCC a menej ako 50 % genotypov bolo rozliSenych pomocou troch
prajmerov — ISLA-(GTG);GT, ISLA-(GAG);GC a ISLA(CT)sAC.

Metodou RAPD bolo mozné rozlisit'” 72 % genotypov laskavca metlinatého pomocou prajmerov
RALA-03 a RALA-08. 50 % a viac genotypov bolo mozné rozlisit’ pomocou §tyroch prajmerov — RALA-
1/8, RALA-01, RALA-02 aRALA-07. Amenej ako 50 % genotypov bolo rozliSenych pomocou
prajmerov RALA-2/5, RALA-05 a RALA-06. Metodou ISSR bolo rozlisenych 78 % genotypov pomocou
prajmera ISLA-(GT)sCC a 89 % genotypov pomocou prajmerov ISLA-(GTG);GC a ISLA-(GA)sCC. 50 %
a viac genotypov bolo mozné rozlisit' pomocou prajmerov ISLA-(CA)sGG a ISLA-(GAG);GC. Menej ako
50 % genotypov bolo rozlisenych pomocou prajmera ISLA-(CT);AC.

Pomerne malo rozlisitelné boli genotypy laskavca Eervenoklasého, u ktorych sme dosiahli oboma
metodami 62 % amenej rozliSenych genotypov pomocou prajmerov RALA-01, RALA-08, ISLA-
(CA)AG, ISLA-(GAG);GC, ISLA-(GT)sCC. Menej ako 50 % genotypov bolo rozliSenych pomocou
prajmerov RALA-03, RALA-05 a ISLA-(CA)sGG, ISLA-(CT);AC, ISLA-(GA):CC.

V ramci analyzy genetickej pribuznosti laskavca metlinatého bol identifikovany prajmer RALA-07,
ktory vyclenil 100 % genotypov s povodom Afrike s hodnotou PEVZ 0,00E+00, ¢ize genotypy Ames 1959
RRC 1, Ames 5129 RRC 360, PI 527567 1Z 32, Ames 5369 RRC 685 aAmes 25121
CEN/IB/97/AMA/003 (LM-01, LM-02, LM-07, LM-14 a LM-16). Prajmer RALA-07 vy¢lenil do skupiny
africkych genotypov aj genotyp Ames 21948 (LM-03) z Papuy-Novej Guiney a PI 511719 Niqua, alegria,
chang (LM-05) z Guatemaly. Prajmer RALA-08 tiez vyclenil 100 % genotypov laskavca metlinatého
s povodom v Afrike, 80 % genotypov LM-01, LM-02, LM-07 a LM-14 malo hodnotu PEVZ 0,00E+00
a genotyp LM-16 sa spajal s ostatnymi s hodnotou 0,224E+01. Medzi genotypy s povodom v Afrike bol
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prajmerom RALA-08 vyc¢leneny aj genotyp LM-03 z Papuy-Novej Guiney. Je mozné predpokladat’, ze
medzi uvedenymi genotypmi je blizka geneticka pribuznost’.

ISSR analyzou boli identifikované 3 prajmery, ktoré odhalili geografické vzt'ahy medzi genotypmi
laskavca metlinatého. Prajmer ISLA-(GTG);GC vy¢lenil vSetky genotypy spdvodom v Afrike (spolu
s genotypmi z Papuy-Novej Guiney, USA a Mexika) v rdmci jedného zhluku. Druhy zhluk tvorili genotypy
z Ameriky (Mexiko, Guatemala) a Azie (India, Cina). Prajmerom (GA),CC boli vy&lenené genotypy
laskavca metlinatého s povodom v Afrike v ramci jedného zhluku opat” spolu s genotypom z Papuy-Novej
Guiney a tiez genotypom z Mexika. Druhy zhluk tvorili genotypy z Ameriky a Azie.

Kym RAPD analyzou bola potvrdena viac-menej zhoda medzi genotypmi s pévodom v Afrike, ISSR
analyzou boli genotypy vyclenené do zhluku sréznymi Groviiami zhlukovania sa do podskupin,
s vynimkou prajmera ISLA-(CT)sAC, ktory vyclenil genotypy spovodom v Afrike, avSak medzi
genotypmi LM-02, LM-07, LM-14 a LM-16 bola potvrdena zhoda (PEVZ 0,00E+00). V ramci podskupiny
prvého zhluku boli spolu s genotypmi z Afriky vy¢lenené aj genotypy LM-03 z Papuy-Novej Guiney, LM-
05 z Guatemaly, a LM-18 z Indie.

Dizertaéna praca dokumentuje aplikaciu molekulovych markérov pre $tidium vztahov medzi
genotypmi troch druhov rodu laskavec. Ziskané vysledky poukazujii na schopnost’ metdd RAPD a ISSR
rozlisit' genotypy laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého a laskavca Cervenoklasého. Boli zistené
rozdielne priemerné hodnoty rozliSovacej sily prajmerov medzi genotypmi a preukazala sa vysoka
rozliSovacia schopnost’ piatich prajmerov. Bola zistend vysokd variabilita medzi usekmi DNA
namnozenymi v PCR s prajmermi komplementarnymi k mikrosatelitnym poradiam nukleotidov, ktort je
mozné vyuzit pre rozliSenie genotypov druhov rodu laskavec. Boli rozliSené genotypy rozneho
geografického pdvodu pomocou oboch pouzitych metod.

Vysledky uvedené v dizertatnej praci si vhodnym zakladom pre ich aplikdciu v stanoveni stratégie pre
uchovavanie genetickych zdrojov rodu laskavec a mozu prispiet’ k $irSiemu vyuzitiu molekulovych metod
pri urovani povodu jednotlivych genotypov laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého a laskavca
cervenoklasého.

Uchovavanie genetickych zdrojov rastlin si v mnohych pripadoch vyzaduje zachovanie velkych
populacii in situ alebo ex situ. Doterajsie poznatky naznaCuji potrebu uchovavat’ o najviac genotypov,
priCom genotypy z rdznych proveniencii mézu ukryvat’ vyznamné urovne genetickej variability. Pre
rozliSovanie genetickych zdrojov predstavujit molekulové techniky spolahlivy a efektivny nastroj.

Odlisnost’ genotypov na zéklade ich vztahu ku geografickému pdvodu poukazuje na existenciu takych
usekov DNA, ktoré su pouzitelné pre urCenie pdvodu rastlinného materialu. Tieto charakteristické
informativne DNA fragmenty je moZzné konvertovat’ na molekulové markéry s potencidlom na kontrolu
povodu konkrétneho genotypu pripadne pre vyber na pozadované vlastnosti. Tieto nastroje mozu byt aj
vhodnym pomocnym prvkom v markérmi podporovanom slachteni jednotlivych druhov rodu laskavec,
ako aj pri kontrole pravosti genotypov pestovanych pre $pecialne potravinarske pouzitie.

5.ZAVER

Metody vyuzivajuce polymerazovu retazovi reakciu — RAPD a ISSR — sa hodnotili z hl'adiska ich
aplikovatelnosti ako systémov genetickych markérov pre hodnotenie vztahov medzi genotypmi troch
druhov laskavca — laskavca chvostnatého, laskavca metlinatého a laskavca Gervenoklasého.

A. Stanovenie optimalnych podmienok polymerazovej retazovej reakcie pre analyzu DNA kazdého
individualneho genotypu viedlo k opakovatelnym PCR produktom ziskanym obomi metédami, ktoré boli
pouzité na hodnotenie pribuzenskych vzt'ahov medzi genotypmi.

B. DNA polymorfizmus laskavca chvostnatého bol hodnoteny metédou RAPD pomocou
5 prajmerov. Priemerna hodnota indexu pribuznosti medzi genotypmi podla Nei, Li (1979) bola 0,71.
RozliSovacia schopnost’ prajmera bola vrozsahu 3,25-6,88, s priemerom 4,85. Pouzitim jednotlivych
prajmerov bolo mozné rozlisit' 19-75 % genotypov. Najviac genotypov (75 %) bolo mozné rozlisit’
prajmerom RALA-05.

C. Polymorfizmus zmnozenych usekov DNA genotypov laskavca chvostnatého medzi jednoduchymi
opakujucimi sa poradiami nukleotidov bol analyzovany pomocou 8 prajmerov. Priemerna hodnota indexu
pribuznosti medzi rovnakym spektrom genotypov podl'a Nei, Li (1979) bola takmer na rovnakej Grovni,
ako priemerna hodnota zistend metédou RAPD (0,72). Priemerna hodnota rozliSovacej sily prajmera Rp
(6,30) bola 029,82 % vyssia ako priemernd hodnota rozliSovacej schopnosti prajmera zistend metédou
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RAPD. Osmimi prajmermi pouzitymi v ISSR analyze sa rozlisilo od 38 do 88% genotypov. Viac ako 75%
genotypov sa rozliSilo pomocou Styroch prajmerov (ISLA-(CA)sGT — 75 %, ISLA-(CA)sAG — 81 %,
ISLA-(CA)sGG — 88 %, ISLA-(GT)sCC — 88 %).

D. Dva genotypy laskavca chvostnatého PI 480816 IC-38286 (LCH-05) a PI 480854 1C-38313
(LCH-06) vytvorili spolo¢ny zhluk pomocou prajmerov RALA-01, RALA-05 a RALA-06 v RAPD
analyze apomocou prajmerov ISLA-(CA)sGG, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GAG);GC, ISLA-(CT)AC
a ISLA-(GA)sCC v ISSR analyze s hodnotou PEVZ 0,000E+00. Vysoky stupen genetickej pribuznosti
medzi genotypmi laskavca chvostnatého, ureny na zéklade polymorfizmu RAPD aISSR markerov,
indikuje spol'ahlivost’ oboch metdd pre hodnotenie vzajomnych vzt'ahov.

E. Zhlukovou analyzou boli zaznamenané dve dvojice genotypov laskavca chvostnatého, ktoré sa
najcastejSie vyskytovali v samostatnych zhlukoch. Dvojica genotypov PI 480816 1C-38286 (LCH-05), PI
480854 1C-38313 (LCH-06) zIndie tvorila samostatny zhluk v RAPD analyze s pouzitim prajmerov
RALA-05 a RALA-06 a ISSR analyze pri pouziti prajmerov ISLA-(CA)sAG a ISLA-(CT)sAC. Obdobne
dvojica genotypov PI 568147 coime (LCH-09) z Bolivie a PI 175039 RRC (LCH-10) z Indie vytvorila
samostatny zhluk vISSR analyze pomocou prajmerov ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GAG);GC, ISLA-
(GA)4CC a ISLA-(GT)sCC.

F. Polymorfizmus nahodne zmnozenej DNA metédou RAPD medzi genotypmi laskavca
metlinatého bol hodnoteny pomocou 9 prajmerov. Priemerna hodnota indexu pribuznosti (0,76) bola o 6,60
% vySSia ako v genotypoch laskavca chvostnatého. Na druhej strane, priemerna hodnota rozlisovacej
schopnosti prajmera Rp (3,89) v metéde RAPD bola 0 19,79 % nizsia ako priemerna hodnota rozliSovacej
schopnosti prajmera v metéde RAPD zistena v genotypoch laskavca chvostnatého. Setom uvedenych
prajmerov sa odliSilo od 22 do 72 % genotypov. Prajmery RALA-03 a RALA-08 rozlisili najviac
genotypov (72 %) laskavca metlinatého.

G. Polymorfizmus zmnozenych usekov DNA laskavca metlinattho medzi jednoduchymi
opakujucimi sa poradiami nukleotidov bol analyzovany pomocou 6 prajmerov. Priemerna hodnota indexu
pribuznosti genotypov laskavca metlinatého (0,74) bola 02,63 % nizsia ako pri pouziti metody RAPD.
Obdobne ako pri metéde RAPD, aj pri pouziti ISSR bola priemerna hodnota rozliSovacej sily prajmera
(5,28) nizsia ako pri analyze genotypov laskavca chvostnatého. PouZitim Siestich prajmerov sa rozlisilo od
39 do 89 % genotypov. Tri prajmery (ISLA-(GT)sCC, ISLA-(GTG);GC, ISLA-(GA);CC) umoznili
rozlisit’ viac ako 75 % analyzovanych genotypov.

H. V zhlukovej analyze mal osobitné postavenie genotyp laskavca metlinatého PI 511876 Huatle
z Mexika, ktory vytvoril samostatny zhluk ako pri pouziti metody RAPD (prajmery RALA-2/5, RALA-05,
RALA-07 a RALA-08), tak pri pouziti metdody ISSR (prajmery ISLA-(CA)sGG, ISLA-(CT)sAC a ISLA-
(GA)sCC). Rovnako koeficienty pribuznosti sved¢ili o skutoénosti, Zze uvedeny genotyp je geneticky
najvzdialenejsi od ostatnych Studovanych genotypov laskavca metlinatého.

I. Polymorfizmus ndhodne zmnozenej DNA laskavca cervenoklasého bol hodnoteny metédou
s predchadzajiicimi dvomi druhmi laskavca. Priemerna hodnota rozliSovacej schopnosti prajmera Rp (4,91)
pre genotypy laskavca Cervenoklasého bola najvyssia zo vSetkych troch analyzovanych druhov metédou
RAPD. Jednotlivé prajmery v RAPD analyze rozliili 38 az 62 % genotypov. Ziaden z prajmerov nerozlisil
viac ako 75% genotypov, najviac genotypov (62 %) bolo mozné rozlisit’ pomocou prajmera RALA-01.

J. ISSR polymorfizmus DNA genotypov laskavca cervenoklasého bol analyzovany pomocou
7 prajmerov. Priemerna hodnota indexu pribuznosti (0,73) bola porovnatelna s ostatnymi analyzovanymi
druhmi laskavca. Na druhej strane priemerna hodnota rozliSovacej sily prajmera Rp (4,27) bola najnizsia
medzi porovnavanymi druhmi laskavca, analyzovanymi metédou ISSR. Jednotlivé prajmery v ISSR
analyze rozlisili 29-62 % genotypov. Rovnako pri analyze metédou RAPD, aj pri metéde ISSR, bolo
mozné jednym prajmerom rozlisit’ len 62 % genotypov pouzitim prajmera ISLA-(GTG);GC.

K. NajcastejSie samostatne zhlukovany bol genotyp laskavca cervenoklasého PI 511731 HH 104
(LC-09) z Mexika pomocou prajmerov ISLA-(CA)sAG a ISLA-(GTG);GC a Ames 2086 RRC 149 (LC-
02) z Nepalu pomocou prajmerov ISLA-(GTG);GC, ISLA-(CT)sAC a ISLA-(GA)sCC.

L. Zhlukovou analyzou PCR produktov ziskanych metédou RAPD (prajmermi RALA-07, RALA-
08) sa zistili rozdiely medzi skupinami genotypov laskavca metlinatého pochadzajicich zroznych
geografickych lokalit. Prajmer RALA-07 vy¢lenil 100 % genotypov s povodom Afrike s hodnotou PEVZ
0,00E+00 (genotypy Ames 1959 RRC 1, Ames 5129 RRC 360, PI 527567 1Z 32, Ames 5369 RRC 685
a Ames 25121 CEN/IB/97/AMA/003). Prajmerom RALA-08 sa tiez vy¢lenilo 100 % genotypov laskavca
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metlinatého s povodom v Afrike, pricom 83 % genotypov malo hodnotu PEVZ 0,00E+00, a genotyp Ames
25121 CEN/IB/97/AMA/003 sa spajal s ostatnymi genotypmi pochadzjucimi z Afriky s hodnotou PEVZ
0,224E+01. Genetické vztahy hodnotené na zaklade RAPD polymorfizmu pomocou uvedenych prajmerov
st v sulade geografickymi tdajmi ich povodu a mézu byt asociované a takou Cast'ou genomu, ktora je
charakteristicka len pre genotypy pochadzajuce z Afriky.

M. Podobne zhlukovou analyzou ISSR produktov sa zistili rozdiely medzi genotypmi laskavca
metlinatého, ktoré korespondovali s ich povodnym tizemim pestovania, resp. prirodzeného vyskytu. Dva
prajmery ISLA-(GTG);GC a ISLA-(GA)CC vy¢lenili genotypy laskavca metlinatého s povodom z Afriky
do jedného zhluku.

N. Metoda RAPD umoznila odlisit’ genotypy pochadzajice z Afriky od skupiny ostatnych
analyzovanych genotypov bez hierarchizacie. ISSR analyzou boli tiez genotypy vyclenené do zhluku
genotypov pochadzajicich z Afriky, ale aj s réznymi uroviiami zhlukovania sa do podskupin, s vynimkou
prajmera ISLA-(CT);AC, ktory vy¢lenil genotypy s povodom v Afrike, avSak medzi genotypmi Ames
5129 RRC 360, PI 527567 1Z 32, Ames 5369 RRC 685 a Ames 25121 CEN/IB/97/AMA/003 bola
potvrdena zhoda (PEVZ 0,00E+00).
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