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ABSTRACT

In this study, we describe the use of DNA analysis by RAPD method (Random Amplified Polymorphic DNA) to identify a variability of Norway
spruce hurst ecotype. Total genomic DNA was isolated by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from derived embryogenic cell lines. Embryogenic
cultures were established from valuable original of hurst ecotype of Norway spruce (Picea abies [L.] KARsT.) growing in the Ceské Svycarsko
National Park and the Ktivoklatsko Protected Landscape Area. From this area 39 samples of Norway spruce hurst ecotype were analysed, and
3 samples of Norway spruce mountain ecotype from locality Neveklov were compared. Arbitrary decamer primers from sets OPR, OPC and
OPBC were tested. Polymorphism of observed Norway spruce lines was proved with primer OPBC - 17. The total of 420 scoreable fragments
was amplified. 86 of them were monomorphic and 334 were polymorphic (79.5% polymorphism). The dendrogram of genetic similarity was

constructed by the UPGMA method based on the Jaccard coefficient.
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uvob

Smrk ztepily patfi k nejrozifenéjsim a hospodérsky nejvyznamnéjsim
evropskym drevindm. Je to velmi promeénliva dfevina, ktera vytvari
mnoho odlignych forem. V Ceské republice jsou piirozené pivodni
populace smrku ztepilého vylideny v ekotypy chlumni (pahorkatin-
ny), horsky a vysokohorsky (napi. PAULE 1992). Z ekologického, ale
i ekonomického hlediska je vyznamné uchovévat genofond ptvodnich
ekotypt prizptisobenych danym pfirodnim podminkdm. Vyvoj pfi-
rozené populace souvisi s jeji genetickou diverzitou, a to tak, Ze ¢im
jsou populace v genetické vybavé rozmanitéjsi, tim se lépe prizpi-
sobi ménicim se Zivotnim podminkdm. Ke genetické charakterizaci
piavodnich populaci chlumniho ekotypu smrku ztepilého byly vyuzity
DNA analyzy.

Pro studium genetickych vlastnosti se stale vice vyuzivaji molekularni
markery a pfedev$im DNA markery, které nejsou ovlivnény podmin-
kami prostredi jako naptiklad izoenzymové markery a umoznuji pti-
mo studovat genom organismu. Vétsina metod studia DNA markert
je zalozena na PCR - polymerazové retézové reakci, pti které dochdzi
k selektivni amplifikaci uréitého tseku nukleové kyseliny. PCR je cyk-
lovand reakce o tfech teplotnich fazich, pfi které termostabilni DNA
polymerdza namnozi Gsek mezi dvéma oligonukleotidy (primery) na
zakladé komplementarity bazi se sekvenci templatové DNA. Pti PCR
reakci je vyuzivana schopnost DNA opakované denaturovat a reasoci-
ovat v zavislosti na rtizné teploté. Smés, v niZ PCR probihd, obsahuje
templatovou DNA, vét$inou dva rtizné primery, nukleotidtrifosfaty,
termostabilni polymerdzu a reak¢ni pufr. Koncentrace a vzajemné

poméry koncentraci templatu, prekurzort i primerd a predevs§im
hotecnatych iontii jsou v priibéhu PCR klicové. Velmi ¢asto je nezbyt-
né optimalizovat slozeni reak¢ni smési tak, aby vytézky byly dostatec-
né vysoké a spolehlivé. V prvnim kroku je zahfatim na cca 92 - 96 °C
denaturovédna templatovd dvojfetézcovda DNA na jednoretézcové
molekuly. Termostabilni polymerazy pii této teploté nedenaturuji, ale
uchovévaji si svou funkci. V druhém kroku je reakéni smés ochlaze-
na na takovou teplotu, pii niz mohou pfislu§né primery hybridizovat
s templatovou DNA. Teplota hybridizace je stanovena podle velikosti
a vlastnosti primert, zpravidla se pohybuje mezi 37 - 58 °C. V tfetim
kroku je teplota zvySena na 70 — 78 °C, coz je teplota v rozsahu teplot-
niho optima termostabilni DNA polymerazy, ktera je pro PCR pouzi-
vana (u Tag polymerdzy se doporucuje teplota 72 °C). Po dobg¢, ktera
je nezbytna k vytvoreni pfislusné kopie DNA podle predlohy (zpravi-
dla 2 - 3 minuty), je posloupnost reakci opakovana od zacatku. Tak
vznikne vy$si pocet jednoretézcovych templitt, k nimz se mohou po
zchlazeni reakéni smési opét pripojovat primery. Opakovanim téchto
tfi krokd dochdzi k amplifikaci studovaného useku nukleové kyseliny.
Vysledek replikace se stavd matrici nasledujiciho cyklu, a tak zadany
usek piibyva exponencidlni rychlosti (VONDREJS, STORCHOVA 1997).

Genetickd proménlivost byla provéfovana u vybranych embryogen-
nich linii odvozenych z cennych jedinct chlumniho ekotypu smrku
ztepilého. Metoda somatické embryogeneze predstavuje efektivni
zpusob mikropropagace lesnich dfevin vhodny zejména pro jehli¢-
nany a predstavuje perspektivni metodu reprodukce obzvlasté pro
smrk ztepily, u kterého se podarilo somatickd embrya zregenerovat
v kompletni rostliny (HAKMAN et al. 1985; CHALUPA et al. 1990; MALA
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1991). Pro testovani genetické variability vybranych linii smrku ztepi-
1ého byla pouzita metoda odvozena od PCR technik - metoda RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA - polymorfizmus nahod-
né amplifikované DNA), vychazejici z prace WiLL1AMS et al. (1990).
Reakce probiha diky ndhodnému nasedani kratkého oligonukleotidu
(primeru) na analyzovanou genomovou DNA. Pfi této metodé se jako
primer pouziva oligonukleotid vétsinou o délce kolem 10 nukleoti-
di s libovolnou sekvenci. U této délky primeru a niZsi teploté annea-
lingu (35 - 38 °C) je zna¢na pravdépodobnost, ze v genomu bude
mnoho mist homolognich k pouzitému oligonukleotidu a néktera
z nich budou dostate¢né blizko u sebe, aby v tseku mezi nimi pfi
vyuziti PCR dochazelo k amplifikaci DNA. Vysledkem je velka sku-
pina amplifikovanych fragmentu, které se elektroforeticky podle veli-
kosti rozdéli v gelovém nosi¢i do prouzki. Genomy pribuznych, ale
Casto i vzdalenéj$ich druhti jsou velmi shodné organizovany. Vétsina
poloh prouzku byva shodnd, proto je tfeba pro studium polymorfiz-
mu vyhledat primer, ktery vykazuje riiznou polohu prouzki i u vel-
mi pfibuznych organizma. Soubor otestovanych primert umoznuje
naptiklad i odréidu charakterizovat velmi piesné (CURN, SAKOVA
1997). RAPD markery jsou vhodnym systémem pro rychlé hodnoce-
ni variability a diverzity ve sledovanych populacich. Cilem prace bylo
primarni ovéreni genetické proménlivosti sledovanych jedinctt smrku

Obr. 1.

Chlumni ekotyp smrku ztepilého na Kiivoklate
Fig. 1.

Norway spruce hurst ecotype on Ktivoklat
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ztepilého chlumniho ekotypu pomoci metody RAPD, ktera nevyzadu-
je znalost cilovych sekvenci a studovaného genomu. Byl vyhledavan
primer, pomoci kterého se ziskd polymorfni spektrum fragmentu.
Pro popula¢né-genetické studie budou optimalizovany dal$i markero-
vaci systémy analyz DNA.

MATERIAL A METODIKA

Geneticka proménlivost byla studovana u embryogennich linii odvo-
zenych z vybranych cennych jedinct chlumniho ekotypu smrku ztepi-
lého rostoucich v lokalitach Ceskosaského Svycarska a na Ktivoklaté
(obr. 1). Embryogenni kultury smrku ztepilého byly zalozeny ze zygo-
tickych embryi nezralych semen a jsou kultivovany v genové bance
explantatu jako zdroj reprodukéniho materidlu (MALA et al. 1995).

Oznacené vzorky piedstavuji vybrané jednotlivé stromy z Ceskosas-
kého Svycarska, a to z lokalit Doubice - 2B, Tokan - 26C, 27K, 28,
29K, U Tabule - 16, 17, 31D, 22B, Kyjovsky potok - 10, 12D, 13, 34C,
35A, 36B, 37B a z lokality na Krivoklaté - 102G, 104D, 106L, 107L,
108A, 110A, 111A,112A, 113D, 114A, 114F 115A, 116B, 117A, 120H,
121A. Z lokality Tokan byly jesté zarazeny ke zkoumané sérii vzorkil
ilinie odvozené z riiznych semen jednoho stromu oznacené 27N, 27T,
278, 27], 271, 27CH, 271. Pro srovnani s jinym typem ekotypu smrku
ztepilého byla studovdna DNA i z embryogennich kultur 3 smrka hor-
ského ekotypu z Neveklova oznacené 202B, 203A, 204A a jedné linie
Se ze Strnad. Pfed vlastni izolaci DNA byly vzorky z dtivodu vysoké-
ho obsahu vody v embryogennich pletivech nejprve lyofilizovany, pak
rozdrceny na prasek pomoci tekutého dusiku a izolovany pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) dle dodaného izola¢niho protokolu
(DNeasy” Plant Handbook). Uspésnost vyizolovéni vzorki DNA byla
detekovana po probéhlé elektroforéze na 0,8% agarézovém gelu (Aga-
rose SERVA for DNA) a vizualizovdna pomoci ethidium bromidu pod
UV zafenim pomoci kamerového systému Discovery 10gD.

Kazd4 PCR reakce probihala v objemu 25 ul a obsahovala 2,5 pl
10 x PCR pufru (100 mM Tris - HCI, pH = 8,3, 500 mM KCl, 15 mM
MgCL), 2 ul smés dNTP (kazdy 2,5 mM), 0,3 pl Takara Taq polymera-
zy (5 jednotek /ul) (TAKARA Biotechnology, Co., Ltd.), 4 ul 10 -mer
primeru (18 - 25 pmol) ziskaného od Operonu (QIAGEN Operon
GmbH), 2 ul DNA a doplnéno sterilni ultra¢istou vodou do objemu
25 pl. RAPD reakce probihaly v termocyklerech Perkin Elmer 2400
a Bioer XP cycler. Teplotni rezim teplotniho cyklovace byl nastaven
nésledovné: 93 °C 3 min pro pocate¢ni separaci DNA fetézctl, déle se
opakovalo v 45 cyklech: 92 °C 1 min pro denaturaci DNA do jedno-
fetézcovych molekul, 35 °C 2 min pro nasedani primert na molekuly
DNA, 72 °C 3 min elonga¢ni teplota pro syntézu novych vlaken. Po
téchto cyklech nasledovala kone¢na elonga¢ni teplota 72 °C 10 min
a pak byly testované vzorky chlazeny pti 4 °C. Pro ziskani polymorfni
struktury amplifikovanych produktii byly testovany primery Operon
Biotechnologie GmbH ze sad OPR, OPC a OPBC.

RAPD produkty byly rozdéleny elektroforeticky na 1,5% agar6zovych
gelech v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie
B. V.) a vizualizovany pomoci ethidia bromidu (SAMBROOK, RUSSELL
2001). Agardzovy gel byl pfipraven zahtatim agarézy (Agarose SERVA
for DNA, SERVA Electrophoresis GmbH) s 200 ml roztoku 0,5 x TBE.
Do vlazného ¢irého roztoku bylo ptfidano 10 pl ethidium bromidu
(CurN et al. 2008).

Na gel v horizontélni elektroforetické aparature se nanaselo 25 ul PCR
produktu a 4 pl loading pufru. Doba trvani elektroforézy byla 30 mi-
nut pti napéti 40 V a pokracovala 120 — 150 minut pti napéti 90 V.
Gely byly dokumentovany pod UV zafenim pomoci kamerového sys-
tému. Jako standard pro definovani velikosti amplifikovanych prouz-
ki byl pouzit 100 bp DNA Ladder (NEW ENGLAND Biolabs). Pro
ovéfeni hodnocennych amplifikovanych fragmentii byly PCR reakce
zopakovany.
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Elektroforetické zaznamy byly upraveny pomoci specializovaného
software UltraQuant a amplifika¢ni produkty na gelu (prouzky) zpra-
covany na zékladé jejich pritomnosti (1) nebo nepfitomnosti (0) do
bindrni sestavy. Pro zhodnoceni genetické vzdalenosti mezi sledova-
nymi jedinci byl pouZit statisticky program Multi Variate Statistical
Package (Kovach Computing Services). Dendrogram s graficky vyzna-
¢enou genetickou podobnosti sledovanych linii smrku byl vytvoren
pomoci klastrové metody UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with arithmetic averages) za pouziti Jaccardova indexu.

Obr. 2.

Spektrum RAPD fragmenti u smrku ztepilého (linie 110A - 108 A) po
amplifikaci s primerem OPBC - 17

Fig. 2.

RAPD fragment spectrum in Norway spruce (line 110A - 108A) after
amplification with primer OPBC - 17

Obr. 4.

Dendrogram genetické podobnosti sledovanych linii smrku ztepilého
Fig. 4.

Dendrogram of genetic similarity of observed Norway spruce lines

VYSLEDKY A DISKUSE

Pro ovéfeni genetické proménlivosti vybranych linii chlumniho eko-
typu smrku ztepilého byly jako primery odzkouseny oligonukleotidy
s nahodilou sekvenci o velikosti 10 nukleotidt specialné vyvinuté pro
analyzy RAPD ze sad OPR, OPC a OPBC. Genomickd DNA od riiz-
nych jedinct poskytuje rozdilné PCR produkty, ndhodné rozdélené
v genomu templatové DNA, které mohou byt vyuzity k identifikaci
polymorfismu DNA nebo jako genetické markery (WILLIAMS et al.
1990). Pocet ziskanych PCR produktii zavisi na sekvenci nukleotidii

Obr. 3.

Spektrum RAPD fragmentt u smrku ztepilého (linie 2B — 107L) po
amplifikaci s primerem OPBC - 17

Fig. 3.

RAPD fragment spectrum in Norway spruce (line 2B — 107L) after
amplification with primer OPBC - 17
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Tab. 1.
Popis vzorkl zobrazenych na obr. 2 a 3
Description of samples displayed on Fig. 2 and 3

Oznaceni linie/ Lokalita odbéru/ Pocet hodnocenych fragmentu/
Indication of line Locality of collection Number of assessed fragments
Gel1-obr. 2
110A Krivoklat 4
111A Krivoklat 10
112A Krivoklat 9
113D Krivoklat 9
114A Kfrivoklat 13
114F Krivoklat 10
115A Krivoklat 1
116B Krivoklat 13
1M7A Krivoklat 11
120H Krivoklat 10
121A Krivoklat 11
202B Neveklov 10
100 bp DNA Ladder

203A Neveklov 9
204A Neveklov 7
27N Ceskosaské Svycarsko — Tokar 10

27T Ceskosaské Svycarsko — Tokar 10

27S Ceskosaské Svycarsko — Tokar 9

27J Ceskosaské Svycarsko — Tokar 8

27L Ceskosaské Svycarsko — Tokar 10
27CH Ceskosaské Svycarsko — Tokar 9

271 Ceskosaské Svycarsko — Tokar 9

Se Strnady 9
108A Krivoklat 8

Gel 2 -obr. 3

2B Ceskosaské Svycarsko — Doubice 9

26C Ceskosaské Svycarsko — Tokar 11

27K Ceskosaské Svycarsko — Tokar 12

28 Ceskosaské Svycarsko — Tokar 10

29K Ceskosaské Svycarsko — Tokar 9

16 Ceskosaské Svycarsko — U Tabule 7

17 Ceskosaské Svycarsko — U Tabule 6

31D Ceskosaské Svycarsko — U Tabule 11

22B Ceskosaské Svycarsko — U Tabule 6

100 bp DNA Ladder

10 Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 1

12D Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 13

13 Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 14

34C Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 10

35A Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 7

36B Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 13

37B Ceskosaské Svycarsko — Kyjovsky potok 12
102G Kfrivoklat 11
104D Krivoklat 8
106L Krivoklat 12
107L Kfrivoklat 10
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v primeru a v genomové DNA a na velikosti genomové DNA, protoze
se u této metody ocekavd, ze vhodnd mista k nasednuti primeru se
nachdzi v délce celého genomu.

Na zakladé zpracovanych vysledkli byly nejzfetelnéj$i polymorfni
profily prouzka potvrzujici genetickou proménlivost sledovanych
linif smrku ztepilého ziskdny s primerem OPBC - 17 s nukleotidovou
sekvenci CCGTTAGTCC (obr. 2, 3, tab.1). Vysledky genetické podob-
nosti sledovanych vzorki smrku ztepilého jsou znazornéné ve formé
dendrogramu (obr. 4). Sledované linie smrki jsou dle vysledku vari-
abilni, ale nejsou na vysledném dendrogramu roztazeny podle lokalit
ptvodu a ani se nevylisil horsky ekotyp smrku ztepilého z Neveklova
a ze Strnad. Na gelu je zfetelnd velmi podobna struktura RAPD frag-
ment linif z lokality Tokdi, odvozenych z riznych semen jednoho
stromu (vzorky 27N, 27T, 278, 27], 27L, 27CH, 271). 1 z dendrogramu
vyplyva jejich blizsi genetickd podobnost.

RAPD markery byly vyuzity pro genetické studie a rizné biologické
pristupy u mnoha rostlinnych rodat véetné nékolika druht smrku.
V ptipadé smrku ztepilého HEINZE a SCHMIDT (1995) vyuzili RAPD
analyzu ke studiu identifikace klont reprodukovanych obdobné jako
v této praci somatickou embryogenezi. Geneticky testovana a porov-
navéana byla somaticka embrya a z nich regenerujici vypéstky riznych
smrkovych linii pochdzejicich prevazné z rakouskych Alp. RAPD
markery byly prokdzany shodné a rozdilné linie a také bylo ovéfeno, ze
v prubéhu regenera¢niho systému nedoslo k somaklonalni variabilité.
RAPD markery byly také pouzity k testovani polymorfizmu proveni-
enci u druht smrku Picea mariana, Picea rubens, Picea glauca lesnic-
ky vyznamnych druhii v Severni Americe, extrakce DNA byla prove-
dena téz z embryogennich kultur. Niz$i proménlivost RAPD profilii
byla zji$téna mezi populacemi uvnitf sledovanych druht (NkoNGoLO
1999). RAPD markery byly tspésné vyuzity i pro otestovani klonové
variability u rodi¢ovskych stromt smrku sitka (Picea sitchensis), kdy
byly vytipovany 4 primery vyli$ujici klonové mnoZeny material (VEN,
Mcnicor 1995). Pro smrk ztepily COLLIGNON a FAVRE (2000) pouzili
RAPD analyzu k porovnani diverzity pivodnich provenienci smrki
z francouzskych Alp se smrky z Hercynsko-karpatské oblasti a z Alp
stiedni Evropy. Pomoci RAPD markerti se podatilo vylisit proveni-
enci jihofrancouzskych Alp pravdépodobné pochazejici z odlisného
apeninského refugia. RAPD markery se také uplatnily pfi konstruk-
ci genetické vazbové mapy pribuzenské podobnosti populace smrku
ztepilého z oblasti Apenin (Buccr et al. 1997).

V CR byla variabilita smrku ztepilého sledovina pomoci izoenzymo-
vych analyz v lokalitich Krkonoge, Krugné hory a Sumava (IVANEK
2000, 2006; IVANEK et al. 2009; MANEK 1999) a u somatickych embryii
smrku ztepilého odvozenych z lokalit Brno a Beskydy pomoci analyz
RAPD a SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions for ampli-
fication of specific band), kdy byl navrzen RAPD primer pro odlise-
ni a SCAR marker pro charakterizaci vybranych klonti (HANACEK,
HAVEL 2002).

Nevyhodou RAPD analyz je, ze disledkem kratké délky tzv. nespe-
cifickych primert a nizké teploty, pii které primery nasedaji na tem-
platovou DNA, byvaji spektra RAPD analyz pti reprodukci nestabilni
a mezi riznymi laboratofemi htife porovnatelné nez naptiklad AFLP
a jiné markery. WiLLIAMS et al. (1990) poukazuje, Ze nelze predpo-
klddat, Ze by u vSech RAPD segmentti probéhlo perfektni parova-
ni primert s templidtovou DNA. Ne vSechny RAPD produkty jsou
snadno a jednozna¢né pro polymorfismus hodnotitelné. Pro repro-
dukovatelné vysledky je nutné optimalizovat amplifika¢ni podmin-
ky PCR - reakce a pouzivat stejné postupy a laboratorni vybaveni.
Déle, i kdyz RAPD metoda patfi k jednodu$$im technikim DNA
analyz nevyzadujicim predchazejici znalost DNA sekvenci, nemu-
si byt vysledky pti hodnoceni popula¢né genetickych parametrt
u diploidniho materidlu spolehlivé (PERrY et al. 1999). U RAPD

markerti prevlada dominantni charakter, nelze rozlisit zda je DNA
fragment naamplifikovany z heterozygotniho nebo homozygotniho
lokusu. RAPD markery byvaji zfidka kodominantni (WILLIAMS et
al. 1990). Dominantni charakter RAPD markerd muze zkreslovat
vysledky hodnoceni genetickych parametr(i u organismt charakte-
ru diploidi se vzdalenym ktizenim, k nimz patfi i smrk. V ptipadé
polymorfniho lokusu s recesivni alelou vyskytujici se v nizké frekven-
ci budou RAPD analyzou tyto lokusy hodnoceny jako monomorfni.
Zhodnoceni heterozygotti mohou poskytnout RFLP markery, které
jsou kodominantni (NKkoNGOLO 1999). Dominatni charakter RAPD
markert, kdy u heterozygott byla zjisténa niz$i genetickd diverzita
nez u homozygoti, byl prokdzan napt. u Pinus sylvestris (SzmMIDT et
al. 1996) nebo Pinus strobus (ISABEL et al. 1999).

RAPD analyza patfi k jednodussim a levnéjsim metoddm analyz
DNA, a i proto byla vyuzita pro predbézné ovéreni genetické promén-
livosti sledovanych jedinct smrku ztepilého chlumniho ekotypu. Pro
hodnoceni dal$ich genetickych parametri budou analyzy DNA roz-
$ifeny i na jiné DNA markery, jak jiz néktef{ autofi pro smrk ztepily
pouzili, napt. STS- Sequence tagged site — amplifikace cilového mista
(PERRY et al. 1999), SSR - Simple Sequence Repeats - mikrosatelity
(YAzZDANI et al. 2003, MAGHULY et al. 2006, TOLLEFSRUD et al. 2009),
RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism - polymorfis-
mus délky restrikénich fragmentti (NKoNGOLO 1999, JEANDROZ et al.
2002).

ZAVER

Pro studium polymorfizmu smrku ztepilého chlumniho ekotypu byla
zvolena analyza DNA - RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA - polymorfizmus ndhodné amplifikované DNA), ktera je jednou
z aplikaci PCR technik. Polymorfni spektrum RAPD produkti po-
tvrzujici genetickou variabilitu sledovanych vzorkt smrku ztepilého
bylo ziskdno amplifikaci s primerem OPBC 17. Vysledny dendro-
gram byl sestrojen pomoci softwaru Multi Variate Statistical Packa-
ge (Kovach Computing Services). I kdyZz byl hodnocen polymorfni
profil RAPD produktd, sledované linie smrka nejsou na vysledném
dendrogramu roztazeny do klastri podle lokalit ptivodu a ani hor-
sky ekotyp smrku ztepilého nebyl vy¢lenén v odli$ny klastr od smrki
chlumniho ekotypu. RAPD analyzou byla prokazina proménlivost
sledovanych smrku riznych jedinct chlumniho ekotypu a ze ziska-
nych vysledka vyplyva, Ze RAPD analyza s primerem OPBC 17 je
vhodnéjsi ke sledovani variability uvnitt populace a mize byt vhod-
nym systémem pro rychlé hodnoceni variability a diverzity ve sledo-
vanych populacich.
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SLEDOVAN| GENETICKE PROMENLIVOSTI CHLUMNIHO EKOTYPU SMRKU ZTEPILEHO POMOCI RAPD

STUDYING OF GENETIC VARIABILITY OF NORWAY SPRUCE HURST ECOTYPE BY RAPD

SUMMARY

Somatic embryogenesis is considered as an advantageous technique for in vitro clonal propagation of conifers. Embryogenic cultures were
established from immature zygotic embryos of hurst ecotype of Norway spruce (Picea abies [L.] Karst.) growing in the Ceské Svycarsko
National Park and the Ktivoklatsko Protected Landscape Area. Random amplified polymorfic DNA (RAPD) analysis was used to determine
polymorphism of embryogenic cell lines in Norway spruce hurst ecotype. This method is based on the polymerase chain reaction (PCR) with
single primers of arbitrary nucleotide sequence. It is assumed that primer-target sites are randomly distributed along the template genome.
Different sequences may be amplified depending on the nucleotide sequence of the primer used and on the source of the template DNA; thereby
some RAPD amplified fragments are polymorphic.

Amplification reactions were prepared in volume of 25 ul containing 2.5 ul 10xPCR buffer (100 mM Tris- HC, pH = 8.3, 500 mM KCl, 15 mM
MgClI2), 2 ul mix NTP (each 2.5 mM), 0.3 pl Takara Taq polymerase (5 units /ul) (TAKARA Biotechnology, CO., LTD.), 4 pl primer (18 -
25 pmoles) from Operon (QIAGEN Operon GmbH), 2 ul DNA and water for molecular biology (Sigma - Aldrich) to complete 25 pl of
amplification reaction.

Amplification was performed in thermal cycler Perkin Elmer 2400 or Bioer XP cycler. After an initial denaturation at 93 °C thermal cycler
was programmed for 45 cycles of 1 min denaturation at 92 °C, 2 min annealing at 35 °C, 3 min extension at 72 °C. After cycles final extension
continued 10 min at 72 °C and subsequent cooling to 4 °C. Amplification products were analyzed by electrophoresis in 1.5% agarose gels and
detected by staining with ethidium bromide (Sigma - Aldrich). The oligonucleotides 10 — mers of sets OPR, OPC and OPBC from Operon
supplied by company Operon Biotechnologie GmbH were tested. A high level of polymorphism was detected with primer OPBC - 17. The
dendrogram of genetic similarity was constructed by the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with arithmetic averages) based on the
Jaccard coefficient using Multi Variate Statistical Package (Kovach Computing Services). These results show that RAPD method with primer
OPBC - 17 can be used to amplify genomic DNA segments, and that polymorphism can be detected between the amplification products of
observed individuals of Norway spruce.
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