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MOLEKULARNA IDENTIFIKACIA DRUHOV RODU LASKAVEC
(AMARANTHUS L.) VYUZIVANYCH VO VYZIVE.
MOLECULAR IDENTIFICATION OF AMARANTH (AMARANTHUS L.)
SPECIES USED IN NUTRITION.

Veronika Stefanova, Milan BeZo, Méaria Labajova

Abstract: Sixteen genotypes of Amaranthus caudatus L., eighteen genotypes of Amaranthus
cruenthus L, and twenty-one genotypes of Amaranthus hypochondriacus L. were analyzed
using RAPD and ISSR markers. RAPD analysis revealed 72,73-94,12 % polymorphism
between Amaranthus caudatus L. genotypes, 63,64-93,75 % polymorphism between
Amaranthus cruentus L. genotypes and 70,00-100,00 % between Amaranthus
hypochondriacus L. genotypes. ISSR analysis revealed 55,56-100,00 % polymorphism
between Amaranthus caudatus L. genotypes, 70,00-100,00 % polymorphism between
Amaranthus cruentus L. genotypes and 64,71-100,00 % between Amaranthus
hypochondriacus L. genotypes.
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UvOD

Metodologické zazemie hodnotenia biologickej rozmanitosti jednotlivych kultirnych
aj volne rasticich rastlinnych druhov je dnes tvorené Sirokym spektrom molekuldrnych
analyz (Oslovi€ova et al. 2010; Vivodik et al. 2011; RaZn4, Ziarovska, 2011). Jednym
z viacerych aspektov analyzovanym rodom je aj laskavec. Rod laskavec (Amaranthus L.)
zahtnia priblizne 60 druhov, pestované aj volne rastice formy. Pestované druhy laskavca su
vyuzivané pre ziskavanie semien, listov, vyuzivaji sa ako krmivo, ako aj v zdhradnictve
(Brenner et al., 2000). Tri druhy rodu laskavec su vyuzivané na produkciu semien: laskavec
cervenoklasy (Amaranthus hypochondriacus L.), laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus
L.) a laskavec chvostnaty (Amaranthus caudatus L.) (Lanoue et al., 1996). KedZe pre
efektivne vyuZzivanie genetickych zdrojov rastlin z kolekcii genofondu rastlin je nevyhnutné
poznanie fylogenetickych vzt'ahov, niektoré Studie sa zaoberali otdzkou genetickej pribuznosti
a rozmanitosti v rdmci rodu laskavec s vyuzitim molekularnych analyz (Xu, Sun, 2001).

Ciel'om stadie bolo analyzovat’ genotypy troch druhov rodu laskavec (Amaranthus L.)
na molekuldrnej Grovni s vyuzitim technik RAPD a ISSR na principe polymerdzovej
retazovej reakcie.

MATERIALAMETODY

Do stadie bolo zahrnutych 16 genotypov laskavca chvostnatého, 18 genotypov genotypov
laskavca metlinatého a 21genotypov laskavca Cervenoklasého. Biologicky material vo forme
semien bol ziskany z North Central Regional PI Station (NC 7), Iowa State University, Ames.
DNA bola izolovana z Cerstvych listov rastlin genotypov rodu laskavec, pestovanych v in
vitro podmienkach. Pre izolaciu DNA bol optimalizovany protokol autorov Rogers, Bendich
et al. (1994). Na zaklade optimalizacie podmienok PCR boli stanovené podmienky pre RAPD
analyzu: 20 mmol.dm™ Tris-HCI, pH 8,0, 50 mmol.dm™ KCI, 1U Taq polymerazy, 3
mmol.dm™ MgCl,, 0,1 mmol.dm™ deoxyribonukleotidy, 0,4 umol.dm™ prajmer, 20 ng DNA.

231



Potravinarstvo

Casovy a teplotny profil reakcii bol nasledovny: 2 mintty pri 94 °C pre Gvodni denaturaciu,
45 cyklov: 1 minttu pri 94 °C pre denaturaciu, 1 minttu pri 36 °C pre naviazanie prajmera,
2 minuty pri 72 °C pre polymerizaciu a zdverecny krok 7 minut pri 72 °C pre polymerizaciu.
Reakcie prebiehali v termocykléri PTC-150 Minicycler (MJ Research). Optimalizované
podmienky boli stanovené aj pre ISSR analyzu: 20 mmol.dm™ Tris-HCl, pH 8,0, 50
mmol.dm® KCl, 1UTaq polymerazy, 3 mmol.dm™® MgCl,, 0,1 mmol.dm?
deoxyribonukleotidy, 0,2 pmol.dm™ prajmer, 20 ng DNA. Produkty polymerazovej retazovej
reakcie boli rozdel'ované v2 % agar6zovom géli (3 : 1, Amresco) v1 x TBE tlmivom
roztoku, farbené etidium bromidom (0,5 pg.ml™) a fotografované pri UV Ziareni pomocou
dokumentacného systému KODAK EDAS 290. Vo elektroforeogramoch bol pouzity markér
250 bp DNA markér (Invitrogen™, Life Technologies) pre urcenie velkosti zmnozenych
fragmentov. Zo ziskanych elektroforeogramov bola hodnotena pritomnost’ alebo
nepritomnost’ nasyntetizovaného DNA fragmentu s pouzitim GeneSnap (Syngene) programu.
Geneticka pribuznost’ bola pocitana na zaklade Nei, Li (1979) indexu pribuznosti. Vysledné
matice boli zostrojené analyzou UPGMA S§tatistickym programom SYNTAX.

VYSLEDKY

DNA polymorfizmus laskavca chvostnatého bol hodnoteny metédou RAPD pomocou
5 prajmerov. Priemernd hodnota indexu pribuznosti medzi genotypmi podla Nei, Li (1979)
bola 0,71. RozliSovacia schopnost’ prajmera bola v rozsahu 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 (5'CCCGCCTCCC 3’). Polymorfizmus
zmnozenych tusekov 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 zistena metédou RAPD (0,72). Priemerna
hodnota rozliSovacej sily prajmera Rp (6,30) bola 0 29,82 % vysSia ako priemerna hodnota
rozlidovacej schopnosti prajmera zistena metédou 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)¢GT — 75 %, ISLA-(CA)dAG — 81 %, ISLA-
(CA)sGG — 88 %, ISLA-(GT)sCC — 88 %). Vysoky stupenn genetickej pribuznosti medzi
genotypmi laskavca chvostnatého, ur¢eny na zdklade polymorfizmu RAPD a ISSR markerov,
indikuje spol'ahlivost’ oboch metdd pre hodnotenie vzajomnych vztahov.

Polymorfizmus ndhodne zmnozenej DNA metédou RAPD medzi genotypmi laskavca
metlinatého bol hodnoteny pomocou 9 prajmerov. Priemernd hodnota indexu pribuznosti
(0,76) bola 06,60 % vyssia ako v genotypoch laskavca chvostnatého. Na druhej strane,
priemernd hodnota rozliSovacej schopnosti prajmera Rp (3,89) v metode RAPD bola o 19,79
% nizsia ako priemernd 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 (5'CCTGGGCCTC 3") a RALA-08 (5'CCGGCCTTCC 3")
rozlisili najviac genotypov (72 %) laskavca metlinatého. Polymorfizmus zmnoZenych usekov
DNA laskavca metlinatého medzi jednoduchymi opakujucimi sa poradiami nukleotidov bol
analyzovany pomocou 6 prajmerov. Priemernd hodnota indexu pribuznosti genotypov
laskavca metlinatého (0,74) bola 0 2,63 % nizsia ako pri pouziti metody RAPD. Obdobne ako
pri metode RAPD, aj pri pouziti ISSR bola priemernd 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)sCC) umoznili rozlisit’ viac ako 75 % analyzovanych genotypov.
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Obrazok 1. Elektroforeogram rozdelenych nasyntetizovanych fragmentov DNA genotypov laskavca

metlinatého v PCR ISSR s prajmerom ISLA-(GA)sCC. M- molekulovy markér, 1 — Ames 1959 RRC 1, 2 — Ames 5129 RRC
360, 3 — Ames 21948, 4 — PI1 566896 Komo, 5 — PI 511719 Niqua, alegria, chang, 6 — PI 511876 Huatle, 7 — P1 527567 1Z 32, 8 — P1 604558
Mapes 821, 9 — PI 612169 Tibet Yellow, 10 — Ames 5638 RRC 1139, 11 — Ames 5648 RRC 1148, 12 — PI 477913 RRC 1011, 13 — Ames
5493 RRC 768, 14 — Ames 5369 RRC 685, 15 — Ames 5310 RRC 659, 16 — Ames 25121 CEN/IB/97/AMA/003, 17 — Ames 2215 RRC 308,
18 — PI 566897 Kerala Red.

Polymorfizmus ndhodne zmnozenej DNA laskavca cervenoklasého bol hodnoteny
metédou RAPD pomocou 4 prajmerov. Priemerna hodnota indexu pribuznosti (0,70) bola
najnizSia v porovnani s predchadzajucimi dvomi druhmi laskavca. Priemernd 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 rozlisili 38 az 62 % genotypov. Ziaden z prajmerov nerozlisil viac ako 75%
genotypov, najviac genotypov (62 %) bolo mozné rozlisit pomocou prajmera RALA-01
(5"CCTGGGTGGA 37) . 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 metodou ISSR. Jednotlivé prajmery v ISSR analyze rozlisili 29-62
% genotypov. Rovnako pri analyze metodou RAPD, aj pri metdéde ISSR, bolo mozné jednym
prajmerom rozliSit’ len 62 % genotypov pouzitim prajmera ISLA-(GTG);GC.

ZAVER
RAPD a ISSR markery st vhodnymi néstrojmi pre molekularnu identifikdciu genotypov.
Poskytujo  mnozstvo informativnych hodndt, vyuzitelnych pre nasledné fylogenetické
analyzy.
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