Védecké prace Vyzkumny tstav bramborafsky Havlicktav Brod
2025, 31: 61-69

TVORBA NOVYCH GENOTYPU S VYUZITIM MAS
(MARKER ASSISTED SELECTION) V ROCE 2020 A 2021

CREATION OF NEW GENOTYPES USING MAS (MARKER
ASSISTED SELECTION) IN 2020 AND 2021

Renata SVECOVA, Jiti PTACEK, Jaroslava DOMKAROVA

Vyzkumny tistav brambordfisky Havlickiiv Brod, s.r.o.

SVECOVA, R. - PTACEK, J. - DOMKAROVA, J.

TVORBA NOVYCH GENOTYPU S VYUZITIM MAS (MARKER ASSISTED SELECTION) V ROCE
2020 A 2021

Védecké prace - Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickav Brod, 2025, 31: 61-69

Podarilo se ziskat charakterizované hybridni materidly. Tyto materidly budou pouzity v dalsich
letech k testovani na vybrané vlastnosti, k morfologickému hodnoceni a k dal§imu zpétnému kriZeni.
Perspektivni materidly budou po ustaleni danych vlastnosti prevedeny do genové banky Vyzkumného
ustavu bramborafského v Havlickove Brodé.

zpétné kiizeni; genetické zdroje; molekularni markery
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UVOD

Rod Solanum obsahuje vice nez 1000 druhi, které se vyskytuji po celém svété. Kulturni
brambor S. tuberosum (2n = 4x = 48) je vegetativné mnozeny druh s tetrasomickou dédic-
nosti a vysokou hladinou heterozygotnosti. Bohuzel kvili tésnému vztahu mezi odrida-
mi je genetickd baze modernich odriid pomérné omezena. Naopak plané druhy Solanum,
z nichz vétsina je diploidni (2n = 2x = 24), predstavuji vyrazné vétsi zdroj alelové diverzity,
nez je diverzita u standardnich odrtd. Maji také fadu hodnotnych znakd, véetné rezistence
vuci biotickym a abiotickym strestm (CARPUTO et al., 1997).

Vzdalena hybridizace ma mnoho zvlastnosti, na které musi brat genetik a slechtitel zretel,
nebo tplnou sterilitou a rovnéz ma slozitéjsi charakter dédéni znaki a vlastnosti v potom-
stvu (KOVACIK et al., 1983).

Genetické zdroje bramboru tedy predstavuji biologickou rozmanitost tvorenou jak pla-
nymi a kulturnimi druhy, tak i odriidovou skladbou této plodiny. Geneticka diverzita exis-
tujictho genofondu bramboru je prakticky hlavnim zdrojem (pomineme-li indukované
mutace) gent a genovych komplext pro dalsi zlepsovani rostlin (HAWKES, 1991).

Hlizotvorné Solanum, které predstavuje kulturni brambor a jeho plané pribuzné druhy,
je velice diverzni skupina s taxony rozsifenymi od Nebrasky, USA, po jizni konec Chile,
pokryvajici pobfezni pousté i vysiny And (HAWKES, 1990).

Pomoci DNA markert je mozné stanovit rozdily ve struktufe genomu na zakladé od-
lisnosti (polymorfismu) v sekvencich DNA nesenych dvéma nebo vice jedinci. Polymorfi-
smus DNA je mozné detekovat pomoci riznych technik, zde vyuzivime RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA = ndhodné amplifikovana polymorfni DNA). Ta je zalozena
na amplifikaci genomové DNA metodou PCR za pouziti kratkych oligonukleotidii (ob-
vykle dekamerti) nahodné sekvence. Vysledkem tohoto procesu je vznik raznych amplifi-
kac¢nich produktd, které tvori na elektroforeogramu charakteristicky obraz a ten je mozné
hodnotit. Metoda RAPD je schopnd odhalit polymorfismus i v regionech DNA, u nichz
neni zndma sekvence, funkce nebo lokalizace na chromozomu, pficemz dédi¢nost analy-
zovanych znak je dominantni (PENNER, 1996). Vyhodou metody je bezesporu snadnost,
rychlost a technickd nenaro¢nost. Navic variabilita zjisténa pomoci RAPD je pomérné vy-
soka. Zrejmé proto je metoda hojné vyuzivana pri identifikaci a studiu genom rtiznych
druhi kulturnich rostlin napt. ryze (MARTIN et al., 1997), rajcat, pSenice, fazoli (BAI et
al., 1997), mrkve (NAKAJIMA et al., 1997) a jinych. Co se tyce druhu S. tuberosum, zde je
metoda pouzivana a rozvijena fadu let. Mezi prvni publikace o uspésném vyuziti RAPD
pti identifikaci odrid je mozné zaradit prace DEMEKE et al. (1993) nebo HOSAKA et al.
(1994). Brzy poté se ,fingerprinting“ stava soucasti celkové charakteristiky nové zavadé-
nych odrid (LYNCH et al., 1994).
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Cilem prace bylo zhodnoceni novych genotypt z mezidruhovych hybridi, které vznikly
klasickym zpétnym kiizenim mezidruhovy hybrid (z predeslych generaci) x odrtda, po-
moci molekuldrnich metod a vyuziti molekularnich markert k ovéfeni rezistenci vybra-
nych genotypi planych druht bramboru z genové banky VUB.

MATERIAL A METODY

CAST 1 - ZPETNE KRIZENI

Tvorba novych genotyptl v roce 2020 byla zaméfena na zpétné kiizeni: mezidruhovy hyb-
rid (z predeslych generaci) x odriida. Mezidruhové hybridy (pracovné oznacované R13-
-R19) se postupné ziskavali v predeslych letech klasickym recipro¢nim ktizenim ve skle-
niku, kde se vyuzivaly plané a kulturni druhy rodu Solanum, perspektivni tetraploidni
kfizenci, odrudy a dihaploidy Solanum tuberosum. Plané a kulturni druhy rodu Solanum,
rezistenci k chorobdm, $ktidctim a abiotickym faktoréim.

Do sklenikovych podminek byla vyseta semena (1126) ziskana z kfizeni klasickymi po-
stupy v roce 2019. U vybranych vzeslych rostlin z jednotlivych kombinaci byly odebrany
vzorky kizolaci DNA a pomoci RAPD byla hodnocena hybridnost. U hybridnich materiala
se testovala pritomnost vybranych genti rezistence pomoci DNA markert.

Ve skleniku bylo vysazeno vybrané mnozstvi potvrzenych mezidruhovych hybrida
z predeslych let hlavné jako udrzovaci material pro zpétna kfizeni. Jednalo se o 42 hliz
mezidruhovych hybrida (pracovné oznacované R12-R16) ziskané pii kiizeni ve skleniku
v letech 2011-2015. Déle 69 hliz mezidruhovych hybrida (oznacované R17) ziskané pri kii-
zeni v roce 2016, 53 hliz mezidruhovych hybridii (oznacované R18) ziskané pfi kiizeni
2017 a 149 hliz mezidruhovych hybridia (oznacované R19) ziskané pfi kfizeni 2018. U vy-
branych mezidruhovych hybrida (R12, R13, R14, R15, R16, R17, R18, R19) byly hodnoceny
morfologické hospodarské vlastnosti rostlin a hliz.

Tvorba novych genotypt v roce 2021 byla zaméfena na zpétné kfizeni: mezidruhovy
hybrid (z predeslych generaci) x odrtida. Mezidruhové hybridy (pracovné oznacované R13-
-R20) se postupné ziskavali v predeslych letech klasickym recipro¢nim ktizenim ve skle-
niku, kde se vyuzivaly plané a kulturni druhy rodu Solanum, perspektivni tetraploidni
ktizenci, odrudy a dihaploidy Solanum tuberosum. Plané a kulturni druhy rodu Solanum,
rezistenci k chorobam, sktidciim a abiotickym faktortim.

Do sklenikovych podminek byla vyseta semena (1137) ziskana z ktizeni klasickymi po-
stupy v roce 2020. U vybranych vzeslych rostlin z jednotlivych kombinaci byly odebrany
vzorky kizolaci DNA a pomoci RAPD byla hodnocena hybridnost. U hybridnich materiala
se testovala pritomnost vybranych genti rezistence pomoci DNA markert.
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Ve skleniku bylo vysazeno vybrané mnozstvi potvrzenych mezidruhovych hybrida
z predeslych let hlavné jako udrzovaci material pro zpétna kfizeni. Jednalo se o 175 hliz
mezidruhovych hybrida (oznacované R20) ziskané pti kfizeni v roce 2019, 55 hliz mezi-
druhovych hybridd (oznacované R19) ziskané pti ktizeni 2018, 36 hliz mezidruhovych
hybridi (oznacované R18) ziskané pti krizeni 2017 a 36 hliz (oznacované R17) ziskané pri
ktizeni 2016. U vybranych mezidruhovych hybrida (R17-R20) byly hodnoceny morfolo-
gické hospodarské vlastnosti rostlin a hliz.

CAST 2 - SEMENACE

Semena ziskana ze zpétného kiizeni v roce 2019 byla vyseta ve skleniku. Celkem se vyselo
1126 semen od 24 kombinaci ktiZeni, z toho se podaftilo presadit 458 rostlinek od 24 kom-
binaci kfizeni. Pro testovani pomoci PCR metod bylo vybrano 93 hybridii od 24 kombinaci,
které vznikly recipro¢nim ktizenim mezidruhovy hybrid (z predeslych generaci) x odrtda
a 18 rodicovskych genotypti. Semena hybridi byla vyseta ve sklenikovych podminkach,
vzeslé rostlinky s dostate¢nym kofenovym systémem byly prepikyrovany do kvétinacu.
U semenaci ve stafi 8 tydni byly odebrany zdravé listy na izolaci DNA. Do testovani byl
zahrnut uspésny rodic¢ovsky material pti kfizeni, ktery zahrnoval tetraploidniho kfiZence,
mezidruhové hybridy a odrady S. tuberosum. Odridy, tetraploidni kiizenec a mezidru-
hové hybridy byly vysazeny do nadob (41 zeminy - smés raseliny a kompostu v poméru 2
: 1) a péstovany ve skleniku standardnim zptisobem. U rodic¢ovského materialu byly rov-
néz odebrany zdravé listy na izolaci DNA. Z kazdé kombinace ktizeni byli vybrani 1- 4
ktizenci pro izolaci DNA, na naslednou RAPD k porovnani vzniklych profili kiizenct
a jejich rodic¢a. U materiald z roku 2018 bylo zjisténo, ze 89 kiizenct od 23 kombinaci je
hybridnich. U jednotlivych hybridnich materialt se testovala pfitomnost vybranych gent
rezistence pomoci DNA markerd. Ve skleniku se podatilo u téchto testovanych materialt
sklidit celkem 75 ktizencti (pracovné oznacené R19) od 23 kombinaci, u kterych byla pro-
kazana hybridnost RAPD.

Semena ziskana ze zpétného kiizeni v roce 2020 byla vyseta ve skleniku. Celkem se vy-
selo 1137 semen od 12 kombinaci kfiZeni, z toho se podarilo presadit 195 rostlinek od 12
kombinaci kfiZeni. Pro testovani pomoci PCR metod bylo vybrano 41 hybridia od 12 kom-
binaci, které vznikly recipro¢nim kiiZenim mezidruhovy hybrid (z predeslych generaci) x
odrida a 14 rodicovskych genotypt. Semena hybridii byla vyseta ve sklenikovych podmin-
kach, vzeslé rostlinky s dostatecnym kofenovym systémem byly prepikyrovany do kvéti-
nacia. U semendc ve stari 8 tydni byly odebrany zdravé listy na izolaci DNA. Do testovani
byl zahrnut uspésny rodicovsky material pfi kfizeni, ktery zahrnoval tetraploidniho kfti-
zence, mezidruhové hybridy a odrudy S. tuberosum. Odrudy, tetraploidni kiiZenec a me-
zidruhovy hybrid byly vysazeny do nadob (41 zeminy - smés rageliny a kompostu v pomé-
ru 2 : 1) a péstovany ve skleniku standardnim zptsobem. U rodi¢ovského materialu byly
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rovnéz odebrany zdravé listy na izolaci DNA. Z kazdé kombinace kfizeni byli vybrani 1- 4
kfizenci pro izolaci DNA, na naslednou RAPD k porovnani vzniklych profila ktizenct
a jejich rodic¢a. U materidla z roku 2020 bylo zjisténo, ze 42 kfizenct od 12 kombinaci je
hybridnich. U jednotlivych hybridnich materialt se testovala pfitomnost vybranych gent
rezistence pomoci DNA markert. Ve skleniku se podafilo u téchto testovanych materialti
sklidit hlizy celkem od 31 kfizencii (pracovné oznacené R21) od 11 kombinaci, u kterych
byla prokdzana hybridnost RAPD.

CAST 3 - KLONOVE GENERACE

Do sklenikovych podminek bylo vysazeno 160 kiizencti mezidruhovych hybridi (R12,
R13, R14, R15, R16, R17, R18, R19) od 62 kombinaci ziskanych klasickym kfizenim ve skle-
niku v roce 2011-2018. U téchto materialt byly sledovany morfologické charakteristiky
rostlin a hliz s vyuzitim ,Klasifikatoru - genus Solanum L.“. Vybrané genotypy byly zara-
zeny do zpétného kiizeni (viz Cast 1).

Do sklenikovych podminek bylo vysazeno 118 ktizencti mezidruhovych hybrida (R17-
-R20) od 62 kombinaci ziskanych klasickym kfizenim ve skleniku v letech 2016-2019.
U téchto materiala byly sledovany morfologické charakteristiky rostlin a hliz s vyuzitim
»Klasifikatoru - genus Solanum L.“ Vybrané genotypy byly zarazeny do zpétného ktizeni.

Cést mezidruhovych hybridii oznagenych jako R20 byla zatazena do klasického $lech-
téni. 10 genotypt (R20) bylo vysazeno v polnich podminkach pod tzv. A klony, kde se
bonitovaly jednotlivé ukazatele dle platného klasifikatoru (,,Klasifikator - genus Solanum
L.“). Bonitace kazdého z genotypti byly peclivé zaznamenavany do polnich sesiti. Hodno-
ceni bylo provadéno v pravidelnych ¢asovych odstupech v zavislosti na hlavnich rtstovych
bodech rostliny. Dulezité znaky, které se sledovaly: sazeni — datum, pocet hliz, vzchazeni
- datum, stejnomérnost, energie rust, porost — celkovy dojem, vyrovnanost, kvét — pocatek
kvétu, barva, mnozstvi, bobule, choroby, plisen, datum zrani. Na zakladé morfologického
posouzeni hliz a stanoveni stolni hodnoty budou tyto genotypy déle zatazeny ve $lechtitel-
ském programu do tzv. klont B.

DNA byla extrahovana z nadzemnich ¢asti rostlin péstovanych ve skleniku pomoci ko-
mer¢ni soupravy GeneElute Plant Genomic DNA Isolation Kit (Sigma).

Cely soubor byl testovan pomoci DNA markert a doplnén o pozitivni kontroly adekvat-
né k ptivodu sledovaného genu rezistence.

Izolovana DNA byla pouzita i k potvrzeni ¢i vyvraceni hybridnosti jednotlivych ktizeni
metodou RAPD.

Amplifika¢ni reakce byla uskute¢néna v objemech 20 ul a obsahovala 200 ng templatové
DNA, 10 pl FastStart PCR Master (Roche), 3,2 uM primeru (IDT) a vodu.
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Pouzité primery:
P72 CGGCCACTGT
HEL3 GACGCTATCG

Reakce RAPD probihala v termocykleru XP cycler (Bioer), kde byl naprogramovan na-
sledujici pribéh reakce: poc¢atecni 3 min denaturace pti 94 °C; nasledovalo 40 cyklt 1 min
pti 94 °C, 1 min 40 s pfi 37,5 °C a 2 min pri 72 °C; zavérecnym krokem bylo 10 min pfi
72 °C a nasledné chlazeni na 4 °C. Elektroforéza byla provedena v 1,5% agarézovém gelu
s ethidiumbromidem.

V roce 2020 byla provedena izolace DNA u 93 hybridii od 24 kombinaci, které vznikly re-
cipro¢nim kfizenim (odrtda, dihaploid, hybrid z predeslych generaci x odrida, dihaploid
S. tuberosum nebo hybrid z predeslych generaci) a 18 rodicovskych genotypi.

V roce 2021 byla provedena izolace DNA u 41 hybridt od 12 kombinaci, které vznikly re-
cipro¢nim kfizenim (odrtda, dihaploid, hybrid z predeslych generaci x odrida, dihaploid
S. tuberosum nebo hybrid z predeslych generaci) a 14 rodicovskych genotypti.

Detekce pritomnosti gent rezistence byla provadéna pouze u vsech hybridnich kom-
binaci. Nadale byly pouzivany tfi DNA markery, které detekovaly pfitomnost gent rezi-
stence (HI, Grol a Senl) v genomu testovanych vzorkt. Dale byly pouzity sady primert
(MORI et al., 2011) pro gen RxI (virus X bramboru), sada primerti pro gen rezistence R2
(plisen bramboru) a Rychc (PVY) a sada primert pro marker rezistence k viru Y bramboru
(Rysto» FLIS et al., 2005)

Amplifika¢ni reakce byla uskute¢néna v objemech 20 pl a obsahovala 1 ul templatové
DNA, 10 pl FastStart PCR Master (Roche), 0,5 uM primert a vodu. PCR reakce probihala
v termocykleru XP-cycler (Bioer), kde byl naprogramovan nasledujici shodny prubéh reak-
ce pro véechny sady primert: poc¢ate¢ni 3 min denaturace pti 94 °C; nasledovalo 35 cykla
40 s pri 94 °C, 40 s pri 55 °C a 60 s pri 72 °C; zavérecnym krokem bylo 5 min pii 72 °C
a nasledné chlazeni na 4 °C. Elektroforéza byla provedena v 1,5% agarozovém gelu (TBE)
s ethidiumbromidem.

VYSLEDKY A DISKUSE

Tvorba mezidruhovych hybrida klasickymi cestami je slozita a dlouhodobd, proto kazdy
takto ziskany hybrid, ktery ma alespon ¢aste¢né vyhovujici stolni hodnotu, je povazovan
za velmi cenny vychozi geneticky material. Ve zpétném kiiZeni v roce 2020 se podafilo zis-
kat semena, kterd vznikla recipro¢nim ktizenim: odrtda Solanum tuberosum a téchto me-
zidruhovych hybridt: R19.501/3 (187 semen), R19.504/22 (170 semen), R19.508/36 (197 se-
men), R19.515/88 (102 semen), R19.516/96 (80 semen), R19.517/99 (12 semen), R18.520/109
(31 semen), R19.522/124 (157 semen), R18.545/163 (8 semen), R13.534/126 (193 semen).
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V roce 2020 byla provedena izolace DNA u 93 hybridd od 24 kombinaci, které vznikly
recipro¢nim kfizenim (odrtida x hybrid z predeslych generaci), a 18 rodi¢ovskych geno-
typt. DNA byla extrahovana z nadzemnich ¢asti rostlin péstovanych ve skleniku pomoci
komer¢ni soupravy GeneElute Plant Genomic DNA Isolation Kit (Sigma).

Cely soubor byl testovan pomoci DNA markert a doplnén o pozitivni kontroly adekvat-
né k ptivodu sledovaného genu rezistence.

Bylo zjisténo, Ze 89 kiizencl od 23 kombinaci je hybridnich.

Gen HI pomoci markeru TG689 byl zjistén u 69, gen Grol (marker Grol-4) u 78 hybrida
a gen Senl (marker N127) u 59 hybridt a gen Rysto (marker GP122) u 70 hybridt. Gen R2
(marker R2-800), gen RxI (marker PVX) a gen Rychc (marker Ry186) nebyl zjistén u zad-
ného.

Ve zpétném kfiZeni v roce 2021 se podarilo ziskat semena, ktera vznikla recipro¢nim
ktizenim: odrtida Solanum tuberosum a téchto mezidruhovych hybridi: R20.512/48 (44
semen), R20.516/64 (30 semen), R20.511/44 (45 semen)

V roce 2021 byla provedena izolace DNA u 41 hybridt od 12 kombinaci, které vznikly
recipro¢nim kiiZzenim (odrtda x hybrid z predeslych generaci) a 14 rodicovskych genoty-
pu. DNA byla extrahovana z nadzemnich ¢asti rostlin péstovanych ve skleniku pomoci
komer¢ni soupravy GeneElute Plant Genomic DNA Isolation Kit (Sigma).

Cely soubor byl testovan pomoci DNA markert a doplnén o pozitivni kontroly adekvat-
né k ptivodu sledovaného genu rezistence.

Bylo zjisténo, ze 41 ktizenct od 12 kombinaci je hybridnich.

Gen HI pomoci markeru TG689 byl zjistén u 32, gen Grol (marker Grol-4) u 29 hybridi
a gen Senl (marker N127) u 25 hybrida a gen Rysto (marker GP122) u 29 hybridt. Gen R2
(marker R2-800) byl zjistén u 4 hybridt a gen RxI (marker PVX) u 28 hybridt.

V ramci charakterizace vybranych polozek z hlediska jejich vyuziti pro MAS (marker as-
sisted selection) jsme u genti H1, Grol, Senl, Rx1, R2, Rysto a Rychc vyuzivali vhodné DNA
markery, které dokazou spolehlivé dany gen determinovat. Je zde predkladan efektivni
nastroj, jak se vyhnout provoka¢nim zkouskam.

PODEKOVANI

Prace vznikla diky instituciondlni podpore na dlouhodoby koncep¢ni rozvoj vyzkumné
organizace reg. ¢. MZE-RO1623 a Narodnimu programu konzervace a vyuzivani genetic-
kych zdroji rostlin a agrobiodiversity MZE-62216/2022-13113/6.2.3.
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Characterized hybrid materials were obtained. These materials will be used in the following years for test-
ing for selected properties, for morphological evaluation and for further backcrossing. Promising materi-
als will be transferred to the gene bank of the Potato Research Institute in Havlickav Brod after the given
properties have stabilized.
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