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PREDHOVOR

Sme na zaciatku tretieho tisicrocia, ktoré bude poznacené Coraz intenzivnejSim rozvojom
molekulovej biologie, biochémie a genetiky, ¢o sa premietne aj vo vyvoji novych
biotechnologickych vyrobnych postupov. Iba pedagog dostatocne teoreticky pripraveny moze
Studentom vysvetlit' a sprostredkovat’ poznanie a rozsah vyznamu biotechnolégii v ndrodnom
hospodarstve. Preto sa do Studijnych plénov Katedry biologie, Pedagogickej fakulty,
Trnavskej univerzity zaviedol predmet biotechnologia, ktory sa stal pre stupeni magisterského
studia povinne volitelnym predmetom. Nasi Studenti magisterského aj bakalarskeho stupna
Stidia, Studenti doktorandského Stidia a vedecki pracovnici z fakilt inych univerzit
a vedeckych pracovisk uz pédtnast’ rokov prejavuji aktivny zdujem o vyskum a aplikaciu
polymorfizmu enzymov v praxi. Impulzom pre napisanie vysokoskolskych uc¢ebnych textov
bola hlavne absencia dostupnej literatary v slovenskom jazyku, ktora by rieSila analytickd,
interpretacnt i prakticka stranku vyuzitia polymorfizmu enzymov.

Ucebné texty st organickou sGc¢astou uz vydanych skript (Mudry 2011). St v nich
uvedené metodologické postupy analyzy polymorfizmu enzymov réznych rastlinnych druhov,
ktoré sa vyuzivaju v laboratériach po celom svete a priklady a tlohy na najCastejSie vypocty
pouzivané pri interpretacii vysledkov ziskanych analyzou polymorfizmu. Rozsah, ktory je
vymedzeny pre napisanie ucebnych textov, neumoZznuje rieSit polymorfizmus vSetkych
aktualnych druhov rastlin a enzymov znamych z vedeckej literatiry, preto je rieSeny
polymorfizmus enzymov najcastejsie Studovanych druhov rastlin a enzymov, s ktorymi mame
aj v naSom laboratoriu bohaté experimentalne sktisenosti a vysledky. Pri vybere rozhodovala
aj moznost’ a aktudlnost’ praktického vyuzitia analyz.

Pevne verim, Zze ucebné texty prispeju k rozsireniu teoretického poznaniu $tudentov, ale
hlavne K ziskaniu manualnych zru¢nosti anavykov nie len pri analyze polymorfizmu
enzymov, ale aj pre pracu V laboratoriu vSeobecne. Vedeckym pracovnikom, ktori
maju zaujem o analyzy polymorfizmu enzymov niektorého z uvedenych rastlinnych druhov
ul’ah¢i pracu uvedenie overenej metodiky v skriptach. Ucebné texty st urcené hlavne pre
Studentov biologie, biochémie, genetiky a biotechnoldgii, ale aj vhodné pre vedeckych
pracovnikov, ktori budi chciet’ obohatit metodolégiu svojej vedeckej prace o tuto vo

vedeckej literatire pomerne frekventovane prezentovanu oblast’.

RNDr. Pavol Mudry, CSec.

autor



1 UvVoD

Podstatnou sucast'ou Stidia polymorfizmu enzymov je zvladnutie metodologie analyz pre
jednotlivé rastlinné druhy, resp. pol'nohospodarske plodiny. Bez dostatocnej kvality separacie
izoforiem nie je mozné podat’ kvalitni interpretaciu polymorfizmu enzymov pre analyzovana
vzorku. Je mnozstvo faktorov, ktoré mézu ovplyvnit' vysledok analyz, atak nie je nic
vynimocné, Ze aj publikované vysledky réznych autorov za odliSnych analytickych
podmienok sa od seba odliSuji kompletnostou zobrazenia izoforiem na izozymogramoch.
Zvlast je to v pripadoch, ak je analyzovany druh novy, malo rieSeny s nedostatkom
publikovanych vysledkov. Odlisna je situacia, ak plodina je takého ekonomického vyznamu,
ze poznanie polymorfizmu enzymov vyustilo do Standardizacie metodologického postupu
analyz, a nasledne k poznaniu globalnej informacie pre genetickl interpretaciu polymorfizmu
analyzovanych druhov enzymov. Standardizované metodologické postupy st vyuzivané
laboratoriami a testovacimi pracoviskami po celom svete, ¢o garantuje zhodu ziskanych
vysledkov. Izozymogramy (fingerprinty) v tychto pripadoch sluzia k hodnoteniu povodnosti,
originality, genetickej stdlosti a ¢istoty odrody hospdarsky cenného druhu. Izozymogramy sa
teda daju aaj vyuzivaju mnohymi vyznamnymi producentmi na pravnu ochranu novej
odrody, ked'Ze prejav polymorfizmu enzymov je geneticky podmieneny. Druhu velku
aplika¢nu oblast’ nachadza polymorfizmus enzymov v §tidiu vplyvu faktorov na ich prejav
a ekologicky vyznam jednotlivych izoforiem.

V kapitole dva pod ndzvom ,, Metodologie analyz polymorfizmu enzymov niektorych
hospodarsky vyznamnych druhov rastlin — prakticka cast* st uvedené metodologické
postupy a navody na uskuto¢nenie analyz rastlinnych druhov, ktoré st vysledkami ziskanymi
prostrednictvom rieSenia grantov, §tatnych tloh a projektov pracovnikmi nasho laboratoria za
uplynulych dvadsat’ rokov a stru¢ne charakterizovany vyznam konkrétneho rastlinného druhu.

Stcastou analyz polymorfizmu enzymov je aj Statistické vyhodnotenie vysledkov.
NajcastejSie vypocty s prikladmi a cviceniami st uvedené v tretej kapitole ,, Priklady vyuzitia
polymorfizmu enzymov v biologii“. Napokon v stvrtej kapitole ,,Priklady vyuzitia
polymorfizmu enzymov v biotechnoldgii“ st zhodnotené sucasny stav a moznosti jeho
VyuZitia v biotechnologii.

| ked” polymorfizmus enzymov sa rieS§i uz viac, ako pidtdesiat rokov, eSte stdle je
nedostatok informacii o ekofyziologickom vyzname jednotlivych izoforiem a ich podiele na
tvorbe kvantitativnych a kvalitativnych znakov pri jednotlivych, ekonomicky vyznamnych

rastlinnych druhoch.



2 METODOLOGIE ANALYZ POLYMORFIZMU ENZYMOV
NIEKTORYCH HOSPODARSKY VYZNAMNYCH DRUHOV
RASTLIN —- PRAKTICKA CAST

2.1 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV KUKURICE SIATEJ
(Zeamays L.)

Kukurica siata (Zea mays L.) patri k najvyznamnej$im pol'nohospodarskym plodinam nie
len na Slovensku, ale aj z celosvetového pohl'adu. Je plodinou v§estranného vyuzitia. Vyuziva
sa ako potravina, d’alej v krmovinarstve a ako surovina pre rozne odvetvia priemyselnej
vyroby. Prave kukurica bola prvou plodinou, na ktorej sa vroku 1960 demonstrovalo
praktické vyuzitie polymorfizmu enzymov prijej Slachteni a v semenarstve (Schwartz
1960). Nasledujuce dve desatrocia boli venované analyzam, poznaniu terciarnej Struktury
enzymov a genetickej interpretacii ich polymorfizmu. Metodoldgia analyzy polymorfizmu
enzymov viedla az k vytvoreniu Standardného metodologického postupu, ktory je garanciou
zhody dosiahnutych vysledkov vSetkymi vyskumnymi a testovacimi laboratériami na celom
svete. Dal3ie desatro¢ia viedli k mapovaniu genetickych zdrojov kukurice, o bolo vyznamné
pre poznanie diverzity zarodo¢nej plazmy pre polymorfizmus enzymov a nasledné vyuzivanie
v praxi. Potencialne moznosti identifikacie genotypov kukurice (samoopelivé linie a
komeréné hybridy) v Kanade $tudovali Cardy a Kannenberg (1982). Skimali variabilitu 12
enzymovych systémov, ktoré zahfnali 22 lokusov medzi 110 samoopelivymi liniami (public
inbred lines) a 155 komerénymi hybridmi pouZivanymi v Kanade. Vysledky potvrdili
postacujicu variabilitu izoenzymov medzi kultivarmi kukurice pre ich identifikaciu.
Biochemicky popis rastlin postupne dalej nadobudal stale vdcsi rozsah vo svetovom
Slachteni. Stuber a Goodman (1983) vykonali analyzu polymorfizmu enzymov 406
samoopelivych linii kukurice na zaklade 23 izoenzymovych lokusov. Chevallier a Dattee
(1984) popisuju izoenzymy 6smich enzymovych systémov v 22 genotypoch kukurice z Juznej
Ameriky a v 27 genotypoch z Afriky. Urobili analyzu ich pribuzenskych vztahov a
diskutovali o moznosti predikcie heterozneho efektu v tdrode hybrida vo vztahu
k enzymatickym odlisnostiam rodi¢ovskych komponentov. Smith et al. (1984) zrealizovali
analyzu frekvencie alelickych izoenzymov 19 lokusov pre 77 genotypov teosinte, 1 genotyp
(diploid) Zea diploperennis lltis Doebley a Guzman a 1 genotyp (tetraploid) Zea perennis
(Hitche) Reeves a Mangelsdorf. Analyzu izoenzymovych spektier pre 21 lokusov, 72

historicky dolezitych americkych linii a juznych linii kukurice uskuto¢nili Smith et al. (1985).
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Zistili vel'mi slabé alebo ziadne vzajomné vztahy medzi zarodo¢nymi plazmami jednotlivych
skupin linii. Na zaklade studia izoenzymov 23 lokusov stanovili Frei et al. (1986), ze 8
izoenzgmov z nich ma vézbu strodou. Urobili zaver, ze existuje spojenic medzi
izoenzymami a urodou, ale ich vplyv na urodu v tomto experimente a sledovanu populaciu
bol maly. Smith (1986) odpublikoval pracu zameranu na analyzu polymorfizmu enzymov 21
izoenzymovych lokusov. Popisal pribuzenské vzt'ahy medzi jednotlivymi skupinami volne
opelenych populacii typu "Dent" a typu "Flint" a ich vhodnost” a perspektivy v $lachteni.
Elektroforeticku analyzu izoenzymov 21 lokusov pouzil Smith (1988a) pre fingerprinting 138
hybridov, aby ziskal zymogramy v praxi najrozsirenejSich hybridov a vyslovil tendencie v
Slachteni  tejto polnohospodarskej plodiny. Bolo uskuto¢nené mapovanie na baze
polymorfizmu enzymov 61 hybridov kukurice s najva¢sim podielom pestovania vo
Francuzsku, 88 hybridov najCastejSie pestovanych v USA aporovnana ich genetickd
pribuznost’. V praci sa uvddza moznost’ vyuzivania fingerprintov na skvalitnenie Sl'achtenia,
registraciu a pravnu ochranu linii a hybridov a v marketingu tejto plodiny (Smith 1989).
Elektroforetickil analyzu polymorfizmu enzymov (izoenzymovy fingerprinting) zrealizovalo
na vlastnych genetickych zdrojoch kukurice (linie, hybridy) aj Francuzsko, ktoré je druhou
krajinou s rozsiahlym vyskumom, ale aj s praktickou aplikaciou vysledkov tychto analyz
hlavne pri uzndvani nového genotypu (odrody), jej registracii, stanovovani biologickej
Cistoty, certifikacii a pravnej ochrane. Metodologické aspekty analyz jednotlivych druhov
enzymov, ukazky fingerprintov a vyhodnotenie frekvencie alel vo franctzskych genetickych
zdrojoch st uvedené v praci Greneche a Giraud (1989). Vyskum polymorfizmu enzymov na
Slovensku a mapovanie genetickych zdrojov kukurice sa zacalo v roku 1990 este v ramci
Ceskoslovenska. V rokoch 1990-1994 boli poskytnuté fingerprinty 18 pre prax povolenych
hybridov a ich rodi¢ovskych komponentov. V etape rokov 1999-2002 bolo zmapovanych 62
krajovych populécii, 41 samoopelivych linii a 24 dvojliniovych hybridov. Bola zrealizovana
elektronicka databaza ich fingerprintov na baze polymorfizmu enzymov (Mudry 2002).
Mapovanie pokracovalo aj v rokoch 2003-2005 — 31 krajovych populacii, 18 samoopelivych
linii a 13 dvojliniovych hybridov (Mudry 2005, 2010). Vyhodnotenie polymorfizmu enzymov
krajovych populacii (ekotypov) kukurice z Ciech, Moravy a Slovenska a vyhodnotenie ich
pribuzenskych vztahov a vyjadrenych dendrogramami boli odpublikované aj v praci autorov
Mudry a Kraic (2007).

V stcasnosti mozno povedat, ze analyzy polymorfizmus enzymov kukurice a mapovanie
jej genofondov  Dbolo aje aktualne pre vsetkych vyznamnych producentov tejto

pol'nohospodarskej plodiny. Ku krajinam s intenzivnym vyskumom polymorfizmu enzymov
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kukurice patria USA, Kanada, Francuzsko, Slovinsko, Chorvatsko, Nemecko, Rakusko,
§panielsko, Argentina, Rumunsko, Mad’arsko, Slovensko a Pol'sko. Praktické vyuzitie
nachadzaju v rutinnom testovani kvality produkcie osiva, zachovéavania si odrodovej stability
a Cistoty. Analyzy polymorfizmu enzymov nachadzaju uplatnenie aj v roznych rovinach

zakladného vyskumu.

Kukurica siata (Zea mays L.)

Extrakcia: - pri 4 °C
- zhomogenizované  Kkoleoptily dlhé asi 12 mm (kultivacia zin na mokrom
filtracnom papieri v Petriho miskach za konstantnych podmienok v termostate,
za tmy, 25 °C, relativna vlhkost’ vzduchu 97 %) — Stuber et al. (1988),
- extrakény tlmivy roztok: 5,0 ml H,O, 0,84 g sachardza, 0,42 g askorbat sodny
(Stuber et al. 1988),
- na jednu koleoptilu 30 ul extrakéného ¢inidla (Stuber et al. 1988).

Podmienky pohybu (separacie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k andde,
-v 13% hydrolyzovanom skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988,
Bourgoin—-Greneche a Lallemand 1993) zloZenia:
77,31 g hydrolyzovany Skrob,
15,00 g sacharoza,
600 ml gélovy tlmivy roztok.

Jednotlivé zloZenia elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého
systému, pouzity vykon, pracovny cas pre jednotlivé gélové systémy a enzymy,
zlozenie farbiacich médii v gélovych systémoch B, C, D a F st uvedené v Tab. 1 — 6.
Pracovné postupy sa zaéinaju kultivaciou biologického materialu a odberom vzoriek, potom
nasleduje homogenizacia a extrakcia vzoriek v extrakénom cinidle, priprava a varenie
Skrobovych gélov, priprava elektrédovych timivych roztokov, ukladanie knotov so vzorkami
do gélu, samotna elektroforéza, rezanie Skrobovych gélov, priprava tlmivych roztokov
a farbiCiek na vyfarbovanie gélov. Postupnost’ jednotlivych krokov je prakticky rovnaké pre

vSetky analyzy.



Tab. 1: ZloZenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého
systému (Stuber et al. 1988)

Systém Elektrodovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok
0,065 mol dm® L-histidin 0,009 mol dm™® L-histidin
B (10,88 g/dm®) 0,003 mol dm™ kys. citrénova
oH=57| 0:02mol dm™® kys.citrénova Hz0 H,0
’ (4,125 g/dm®) (1:6 roztok elektrodového tlmivého
pH upravit kys. citrbnovou roztoku)
0,19 mol dm™ kys. borita 9 dielov Tris — kys. citrénova timivy
c (11,875 g/dm®) roztok [0,05 mol dm™® Trizma béaza
Hog3| 0.04mol dm™ hydroxid litny (6,20 g/dm?®); 0,007 mol dm" kys.
pH=2, (1,60 g/dm?) citronova H,0 (1,50 g/dm?)]
pH upravit’ LiOH 1 diel elektrodovy C tlmivy roztok
0,065 mol dm™ L-histidin
b (10,088 g/dm?®) 0,016 mol dm™ L-histidin
OH=6.5 0,007 mol dm™ kys. citrénova H,O | 0,002 mol dm™ kys . citrénova H,0O
’ (1,5 g/dm®) (1:3 roztok tlmivého roztoku)
pH upravit’ kys. citrbnovou
0,135 mol dm™ Trizma baza 0,009 mol dm™ Trizma baza
F | 0,04 mol dm™ kys. citrénova H,O | 0,003 mol dm™ kys. citrénova H,0
pH=7,0 (9,0 g /dm®) (1:4 elektrodovy tlmivy roztok
pH upravit’ kys. citronovou zriedeny)

Tab. 2: Vykon, pracovny ¢as pre jednotlivé gélové systémy a enzymy
(Stuber et al. 1988)

Gélovy systém Vykon Pracovny cas Enzymy
B 17,0 W 7 hodin 15 minat | MDH, ACP, GLU
C 12,0 W 6 hodin ADH, CAT, GOT
D 16,0 W 6 hodin 30 mingt | 'O PN PED,
F 150 W 6 hodin 30 minut DIA

LEGENDA: ACP — kysla fosfataza, ADH — alkoholdehydrogenaza, CAT — katalaza, DIA —
diafordza, GLU - pB-glukozidaza, GOT - glutamatoxaloacetattransaminaza, IDH -
izocitratdehydrogenaza, MDH - malatdehydrogenaza, PGD — 6-
fosfoglukonatdehydrogenaza, PGI — fosfoglukoizomeraza, PGM - fosfoglukomutaza



Tab. 3: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme B

(Stuber et al. 1988)

ACP GLU MDH
Roztok 1: 50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy
50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy| 50 ml 0,05 mol dm? roztok zloZenia:
roztok zlozenia: tlmivy roztok zlozenia: Tris-HCI (pH = 9,1)
octan sodny — kys. octova fosforecnan draselny 100 mg neutralizovana
(pH = 5,0) (pH = 6,5) kys. DL-jabléna
50 mg sol’ Fast Garnet | 1 g polyvinylpyrolidon 40, | 20 mg redukovanej formy
GBC 100 mg sol’ Fast blue BB B-nikotinamidadenin -
50 mg MgCl, dinukleotid,
50 mg sodna sol kys. Roztok 2: 10 mg nitro blue
a—naftyl fosforeéne;j 50 mg 6-bromo-2-naftyl-B3- tetrazolium
D-glukozid v 5 ml N,N- 1,25 mg fenazin
dimetylformamid metosulfat

LEGENDA: ACP — kysla fosfataza, GLU — B-glukozidaza, MDH — malatdehydrogendza

Tab. 4: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme C

(Stuber et al. 1988)

ADH CAT GOT

50 ml substratovy roztok

3 50 mg sol’ Fast blue BB
50 ml 0,05 mol dm

) ) substratovy roztok
tlmivy roztok zloZenia:

: (pH=7.4)
Tris-HCI (pH=8), ) _
500 mg ferikyanid 400 ml H,0O
1 ml 95 % etanol,
draselny 146,1 mg kys.
20 mg
500 mg chlorid Zelezity a-ketoglutarova
3-nikotinamidadenin —
) ) 50 ml H,O 532,4 mg kys.
dinukleotid,
0,01 % H,0, L-asparagova

20 mg tetrazolium tiazolyl _ ]
2 g polyvinylpyrolidon 40
modra .
200 mg dvojsodna sol kys.
5 mg fenazin metosulfat _ ‘
etyléndiamin tetraoctove;j

5,68 g Na,HPO,4

LEGENDA: ADH- alkoholdehydrogenaza, CAT - katalaza, GOT - glutamat -

oxaloacetattransaminaza



Tab. 5: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme D

(Stuber et al. 1988)

IDH

PGD

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,0)
50 mg MgCl,
150 mg trojsodna sol kyseliny
DL-izocitronovej
5 mg sodnd sol’
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

1 mg fenazin metosulfat

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,0)
20 mg trojsodna sol’ kyseliny

6-fosfoglukonove;j
50 mg MgCl,
5 mg sodnd sol’

B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

1,5 mg fenazin metosulfat

PGI

PGM

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8)
50 mg dvojsodna sol’ D-frukt6za-6-fosfat
50 mg MgCl,

5 mg sodné sol’
B-nikotinamidadenindinukleofidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1,5 mg fenazin metosulfat
10 jednotiek NADP-zavislej gluk6za-6-
fosfat dehydrogenazy

50 ml 0,1 mol dm™ timivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,5)
100 mg MgCl,
250 mg dvojsodna sol’
a—D-glukéza-1-fostat,

10 mg sodna sol’
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1 mg fenazin metosulfat
37,5 jednotiek NADP-zavislej gluk6za-6-
fosfat degydrogenazy

LEGENDA: IDH - izocitratdehydrogenaza, PGD — 6-fosfoglukonatdehydrogenaza, PGI —

fosfoglukoizomeraza, PGM - fosfoglukomutaza
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Tab. 6: Zlozenie farbiaceho média pre diaforazu (DIA) v
gélovom systéme F (Stuber et al. 1988)

DIA

50 ml 0,1 mol dm™ timivy roztok zloZenia:
Tris-HCI (pH=9,1)
0,5 g polyvinylpyrolidon 40
5 mg redukovana forma
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
40 mg tetrazolium tiazolyl modra

4 mg 2,6-dichloéfenol indofenol

Postup pocas vyfarbovania gélov

ACP (kysla fosfataza) - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 36°C. Po
vyfarbeni vyplachneme vodou. Zretelné vyfarbenie pasov dosiahneme, ked’ plat inkubujeme
asi 1 hod., potom odsajeme cast’ farbiaceho roztoku, dolejeme vodu a nechdme cez noc pri
izbovej teplote.

ADH (alkoholdehydrogenaza) - Roztok sa naleje na plat a gél sa inkubuje asi 1 hod. pri 36
°C. Potom sa gél oplachne vodou.

CAT (kataldza) - Na Skrobovy plat nalejeme 0,01 % H0,, roztok zamieSame a nechame
posobit’ 5 min., potom vyplachneme destilovanou vodou. Na Skrobovy plat nalejeme
vyfarbovaci roztok, nechame posobit’ 5 minut a vyplachneme destilovanou vodou. Aktivita
katalazy sa prejavi bielymi Skvrnami na tmavom pozadi. Gély je mozné uskladiiovat’ vo vode
niekol’ko dni, fotografovat’ by sa mali bezprostredne po vyfarbeni.

DIA (diaforaza) — Roztok nalejeme na plat a inkubujeme najmenej 2 hodiny, aj dlhSie pri 36
°C. Cez noc chladime v chladnicke.

GLU (B — glukozidaza) — Roztok nalejeme na plat a inkubujeme 60 minat. Vyberieme
ztermostatu acez noc nechame pri laboratornej teplote. Na dal$i den vyplachneme
destilovanou vodou.

GOT (AAT - aminoacetattransaminaza, glutamatoxaloacetattransaminaza) - Roztok nalejeme

na plat a nechame v tme na 1 az 2 hod pri izbovej teplote. Tento enzym je citlivy na jemné
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vykyvy pH, roztok by mal mat’ pH=7,4 + 0,2.

IDH (izocitratdehydrogenaza) - Roztok sa naleje na plat a gél sa inkubuje pri 36 °C asi 1
hodinu. Po vyfarbeni sa vyplachne vodou.

MDH (malatdehydrogenaza) - Roztok nalejeme na plat a pri 36 °C inkubujeme asi 1 hod. Po
vyplachnuti uchovavane vo vode.

PGI/PGD (fosfoglukoizomeraza/6-fosfoglukonatdehydrogenaza) - Roztok nalejeme na plat a
inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom vyplachneme vodou. Pozn.: Pri vyfarbovani len
samotnej PGI nepriddme do roztoku trojsodnti sol’ kyseliny 6-fosfoglukonovej a pri
vyfarbovani len samotnej PGD nepridame do roztoku dvojsodnu sol’ D-fruktoza-6-fosfat a
NADP-zavislu glukoza-6-fosfat dehydrogenazu.

PGM (fosfoglukomutaza) - Roztok nalejeme na plat a inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom

vyplachneme vodou.

2.2 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV SLNECNICE ROCNEJ

(Helianthus annuus L.)

Slne¢nica ro¢na (Helianthus annuus L.) je Zzcelosvetového hl'adiska jedna
z najdolezitejSich olejnin. Olej ziskany zo semien sa vyuziva v humannej vyzive, ale aj ako
surovina v chémii tukov. Moze nahradzat’ mineralny olej v rozli¢nych aplikaciach, napr. ako
su paliva, mazadld alebo oleje pre hydraulické systémy (Friedt 1995). Rod slnecnica
(Helianthus) obsahuje velky pocet druhov, z ktorych pre pol'nohospodarstvo st najznamejsie
dva druhy: slne¢nica ro¢na (Helianthus annuus L.) a topinambur (Helianthus tuberosus L.).
Druh slne¢nica ttla (Helianthus debilis Nutt.) sa pestuje ako okrasna rastlina.

Stadium polymorfizmu enzymov slneénice sa zagalo pred viac ako tromi desatrodiami. Je
vhodnou plodinou pre $tadium polymorfizmu, pretoZze maly tsek z klicnych listov staci na
uskutocnenie analyzy. Vo svete sa vyskum polymorfizmu enzymov slnecnice metodou
horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle najintenzivnejsie Studoval v USA, Francuzsku,
Rusku, Argentine, Nemecku, Mexiku a Spanielsku. Vo Franctizsku sa analyzy vyuZivaji na
popis genotypov slnecnice a kontrolu zachovania si ich genotypovych vlastnosti (Mudry
a Juradek 1994). Stadium polymorfizmu enzymov slne¢nice intenzivne pokraduje v d’alsich

pracach autorov Carrera et al. (2002), Sharypina et al. (2006 a 2007) a Nikoli¢ et al. (2008). .

Slneénica ro¢na (Helianthus annuus L.)

Extrakcia: - pri 4 °C , rozdrvené olipané semeno (achéna),
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Zlozenie extrakéného timivého roztoku: 0,1 mol dm™ Tris HCI (pH=7,2),
0,2 % B-merkaptoetanol =
= B-sulfanyletanol (v/v)
(Bourgoin-Greneche a
Lallemand 1993), pouzit’ 50 ul.

Podmienky pohybu (separacie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k anode,

- v 13 % hydrolyzovanom skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988).

Podmienky pre elektroforetickt separaciu slne¢nice ro¢nej su v Tab. 7.

Zlozenie farbiacich médii pre analyzované enzymy v slnecnici ro¢nej

(Helianthus annuus L.) podla Stuber et al. (1988)

Zlozenie farbiacich médii pre analyzu polymorfizmu enzymov ACP, GOT, MDH, PGI, PGD

a PGM je uvedené pri kukurici siate;j.
ME - jablény enzym (E.C. 1.1.1.40)

50 ml 0,1 mol dm™ Tris-HCl, tlmivy roztok (pH= 8,5)
50 mg neutralizovana kys. DL-jabl¢na

50 mg MgCl,

15 mg sodna sol’ B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
10 mg nitro blue tetrazolium

1 mg fenazin metosulfat
SKD - Sikimatdehydrogenéza (E.C. 1.1.1.25)

60 ml 0,1 mol dm™ Tris-HCI, tlmivy roztok (pH=9,1)

60 mg (-) — kyselina Sikimova

10 mg NADP sodna sol’ B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg nitro blue tetrazolium

1,33 mg fenazin metosulfat
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Tab. 7: Podmienky pre elektroforeticka separaciu vzoriek slnecnice ro¢nej

(Helianthus annuus L.) pri roznych systémoch tlmivych roztokov

En-  Sys- Elektrédovy Gélovy Napiitie Cas
zym  tém tlmivy roztok tlmivy roztok separacie
pH (autor) (autor) (autor)
PGI 0,065 mol dm 0,009 mol dm Konitantné 5 h
PGD L-histidin L-histidin 286 V
ACP B (10,088 g/dm®), 0,003 mol dm’® (20 min.),  (BioGEVES
MDH 0,02 mol dm" kyselina citronova potom 1998)
ME  pH=5,7 kyselina citronova H,O 319V
H,0 (elektrédovy timivy

(cca. 4,125 g/dm®),
pH sa upravi kys.
citronovou

(Stuber et al. 1988)

roztok zriedeny 1:6)
(Stuber et al. 1988)

SKD 0,065 mol m* 0,016 mol dm” Konitantné  5h
PGM D L-histidin L-histidin 264V (BioGEVES,
(10,088g/dm?), 0,002 mol dm?® (20 min.),  1998)
pH=6,5 0,007 mol dm kyselina citrénova potom
kyselina citrébnova H,0O 308 V
H,O (elektrédovy timivy
(cca. 1,50 g/dm®), roztok zriedeny 1:3)
pH sa upravi kys. (Stuber et al.
citronovou 1988)

(Stuber et al. 1988)

GOT C 0,19 mol dm 9 dielov Tris-kyselina Konstantné 5h
pH=8,6  kys. borita citrébnova 319V (Bourgoin-
(11,875 g/dm3), (0,05 mol dm™ Tris, - Greneche
0,04 mol dm™ LiOH 0,007 mol dm™ kys. a Lallemand,
(asi 1,60 g/dm®), citrénova, pH= 8,3) 1993)

1 diel elektrédového
tlmivého roztoku

pH upravit' s LiOH)
(Stuber et al. 1988)

LEGENDA: ACP — kysla fosfataza, GOT — glutamatoxaloacetattransaminaza, MDH —
malatdehydrogenaza, ME — jabl¢ny enzym, PGD — 6-fosfoglukonatdehydrogenaza, PGI —
fosfoglukoizomeraza, PGM — fosfoglukomutéza, SKD - §ikimatdehydrogenaza

14




Postup pocas vyfarbovania gélov

Postup vyfarbovania zon aktivity ACP, GOT, MDH, PGI, PGD a PGM je uvedeny pri
kukurici siatej.

ME - Roztok nalejeme na plat. Inkubujeme cez noc pri izbovej teplote po dobu 60 min. pri
36 °C. Po vyplachnuti uchovavame vo vode.

SKD - Roztok nalejeme na plat. Inkubujeme dve hodiny. Cez noc chladime. Vyplachneme

a uskladnime v chladnicke.

2.3 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV SOJE FAZULOVEJ
(Glycine max. [L.] Merr.)

Soja fazulova (Glycine max. [L.] Merr.) je jednoro¢na strukovina, ktorej
pravdepodobny pdvod je vsevernej Cine. Jurdsek (1997) uvadza, e patri medzi
najprevratnejSie plodiny 20. storocia. V rozvinutych krajinach je s6ja zlozkou l'udskej vyzivy
a efektivnym jadrovym krmivom. Z pohladu analyzy polymorfizmu enzymov je dolezité, ze
kvety sdje st vysoko samoopelivé (nad 99 %) i napriek tomu, ze kvety su navstevované
véelami kvoli nektaru. Na zéklade $tidii izoenzymov uvadzaji Kiang a Gorman (1983) vel'mi
vysoku Cistotu Studovanych genotypov. Z historického pohladu sa pri s¢ji najprv Studoval
polymorfizmus bielkovin (Larsen 1967), ale uz v roku 1968 publikovali usilie o klasifikaciu
odrdd soje na baze polymorfizmu enzymov na polyakrylamidovom géle peroxidazy semien
Buttery a Buzzell (1968) a v rokoch 1969 a 1970 Larsen a Benson (1969, 1970). Avsak uz
v roku 1969 bola publikovana praca o polymorfizme peroxidazy vo vztahu k §tyrom odrodam
a roznym organom kli¢iacich semien sdje na baze elektroforetickej separacie na Skrobovom
géle (Brim et al. 1969). Tieto prace potom naStartovali pomerne intenzivny vyskum
polymorfizmu enzymov sdje. Vyskum polymorfizmu enzymov sdje je rieSeny aj v novsej
praci v suvislosti s vyskumom vplyvu rdéznych davok kadmia na antioxidacné enzymy
(Fereira et al. 2002).

Séja fazulova (Glycine max. [L.] Merr.)

Extrakcia: - pri 4 °C
-suché semeno (Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993). Extrakény tlmivy

roztok: 0,1 mol dm™ Tris - HCI (pH=7,2),
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02 % 3 -merkaptoetanol = §3 -sulfanyletanol (Bourgoin-Greneche

a Lallemand 1993), 50 ul na semeno alebo jeho zhomogenizovanu Cast.

Podmienky pohybu (separacie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k anode,
-v 13 % hydrolyzovanom skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Cardy
a Beversdorf 1984, Stuber et al. 1988).

Podmienky pre elektroforetickii separaciu vzoriek soje fazul'ovej (Glycine max. [L.] Merr.)

pri réznych systémoch tlmivych roztokov st uvedené v Tab. 8.

Tab. 8: Podmienky pre elektroforeticki separaciu vzoriek soje fazul'ove;j

(Glycine max. [L.] Merr.) pri roznych systémoch tlmivych roztokov

Enzym Systém Elektrodovy Gélovy Vykon Cas
tlmivy roztok tlmivy roztok separacie
(autor) (autor) (autor) (autor)
PGM 0,065 mol dm® 0,016 mol dm® Konstantny ~ 5h
PGD L-histidin L-histidin 16 W (Bourgoin-
IDH (10,088 g/dm?®) 0,002 mol dm’® (Stuberet  Greneche a
PRX D 0,007 mol dm™ kyselina citronova al. 1988) Lallemand
DIA kyselina citronova H,O 1993)
MPI pH=6,5 H,0 (elektrodovy timivy
ACP (cca. 1,50 g/dm?; pH roztok zriedeny 1:3)
sa upravi kyselinou (Stuber et al. 1988)

citrobnovou),

(Stuber et al. 1988)

LEGENDA: ACP — kysla fosfataza, DIA — diaforaza, IDH — izocitratdehydrogenaza, PGD —
6-fosfoglukonatdehydrogenaza, PGM - fosfoglukomutaza, PRX — peroxidaza, MPI —

mandza-6-fosfatizomeraza
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Zlozenie farbiacich médii pre analyzované enzvmy v s0iji fazul'ovej (Glycine max. [L.] Merr.)
podl'a Stuber et al. (1988)

ZlozZenie farbiacich médii pre analyzu polymorfizmu enzymov ACP, PGD a PGM je uvedené
pri kukurici siatej.

DIA - diaforaza (E.C. 1.6.4.3)

50 ml 0,2 mol dm™ Tris-HCI (pH=8,0)
10 mg redukovana forma B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
10 mg tetrazolium tiazolyl modra

3 mg 2,6-dichlorfenol indofenol

(Cardy a Beversdorf 1984)

IDH - izocitratdehydrogenaza (E.C. 1.1.1.42)

50 ml 0,05 mol dm® Tris-HCI (pH=8,0)
150 mg trojsodnd sol’ kyseliny DL-izocitrénovej
50 mg MgCl,
5 mg sodna sol’ B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1 mg fenazin metosulfat
(Stuber et al. 1988; avsak bez krycej agarovej vrstvy a tetrazolium tiazolyl modru

nahradza nitro blue tetrazolium z pdvodnej metodiky)
MPI — mano6za-6-fosfatizomeraza (E.C. 5.3.1.8)

50 ml 0,2 mol dm™ Tris-HC], tlmivy roztok (pH=8,0)

20 mg mandza-6-fosfat

10 mg B-nikotinamidadenindinukleotid

5 mg tetrazolium tiazolyl modra

1 mg fenazin metosulfat

25 jednotiek NAD-zavisla glukéza-6-fosfatdehydrogenaza

100 jednotiek fosfohexdzoizomerdza
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PRX - peroxidéaza (E.C. 1.11.1.7)

50 ml 50 mmol dm Na-octanovy tlmivy roztok (pH=5,0)
50 mg CaCl,

0,25 ml peroxid vodika, 3 %
25 mg 3-amino-9-etylkarbazol

2 ml N, N-dimetylformamid.

Postup pocas vyfarbovania gélov

Postup vyfarbovania zon aktivity ACP, PGD a PGM je uvedeny pri kukurici siate;.

DIA - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 36 °C a po vyfarbeni
vyplachneme vodou.

IDH - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 36 °C, po vyfarbeni
vyplachneme vodou. Pozn.: IDH je mozné farbit’ na tom istom plate tak, ze vo farbiacom
médiu budu pritomné oba substraty.

MPI - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 38 °C 60 - 90 min. Potom
odsajeme cCast’ farbiaceho roztoku, dolejeme vodou a nechdme cez noc pri izbovej teplote.
PRX — Rozpustime 3-amino-9-etylkarbazol v N, N-dimetylformamide. Priddme spolu so
zostavajucimi ingredienciami do tlmivého roztoku a vylejeme na gél. Je potrebné inkubovat’

pri izbovej teplote, kym sa neobjavia cervené pasy.

2.4 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV HRACHU SIATEHO

(Pisum sativum L.)

Hrach siaty (Pisum sativum L.) sa zarad'uje do elade bobovité (Fabaceae). Sinsky et al.
(1985) uvadzaju, ze botanicky hrach siaty (Pisum sativum L.) sa deli na dva poddruhy: 1.
hrach siaty pravy (Pisum sativum L. subsp. sativum [Neilr.] Aschers. et Graebn.), ktory sa na
zéklade hospodarskeho vyuzitia deli na: - hrach pol'ny, ktory sa pestuje na suché semeno,
alebo zelenu hmotu a hrach zdhradny, ktory sa deli na semenny, strziiovy, cukrovy a 2.
peluska (Pisum sativum subsp. arvense [L.] Celak.), ktory ma farebné kvety a Cervené

(antokyéanové) sfarbenie v pazuchach prilistkov.
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Prva praca tykajlca sa Studia polymorfizmu enzymov na skrobovom géle bola realizovana
uz vroku 1969 atykala sa polymorfizmu aminopeptiddzy v organoch rastlin hrachu
pestovanych za kontrolovanych podmienok osvetlenia, teploty a relativnej vlhkosti. Potom
nasledovalo tridsat’ rokov intenzivneho vyskumu. Polymorfizmus enzymov hrachu sa
studoval v USA, Polsku, Australii, CR avo Franctuzsku. Vyznamna je praca autorov
Swiecicky a Wolkow (1987), v ktorej popisuja polymorfizmus enzymov 56 genotypov
hrachu. Analyza polymorfizmu enzymov hrachu a jeho geneticka interpretacia sa v praxi
vyuziva vo francizsku na popis odrdd, testovanie kvality osiv a udrzania si odrodovych
vlastnosti, ako je to aj pri inych pol'nohospodarskych plodinach uvedenych v praci Bourgoin-
Greneche a Lallemand (1993) a Mudry aJuradek (1994). V Ceskej republike analyzu

polymorfizmu enzymov hrachu uskuto¢nili Smykal et al. (2008).

Hrach siaty (Pisum sativum L.)

Extrakcia: - pri 4 °C
- zhomogenizované suché semeno (Parzysz a Przybylska 1984 Bourgoin-Greneche
a Lallemand 1993),
- extrakény tlmivy roztok: 10 mmol dm? Tris (pH=7,4), 25 mmol dm* KCI, 0,05
mol dm sachar6za ( Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993),

- 50 pl extrakéného ¢inidla na zhomogenizované semeno alebo jeho Cast’.

Podmienky pohybu (separacie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k anode
-v 13 % hydrolyzovanom skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988,

Bourgoin—Greneche a Lallemand 1993).

Podmienky pre elektroforetickii separaciu vzoriek hrachu pri réznych systémoch

tlmivych roztokov st uvedené v Tab. 9.

ZloZzenie farbiacich médii pre analyzované enzymy v hrachu siatom (Pisum sativum L.) su

podla Stuber et al. (1988)

IDH - izocitratdehydrogenaza - podla Stuber et al. (1988) - vid' sdja (Juracek a Mudry
1999).
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PGD - 6-fosfoglukonatdehydrogenaza - podla Stuber et al. (1988) vid’ slnecnica a sdja
(Mudry a Juracek 1998, Juracek a Mudry 1999).

Postup pocas vyfarbovania gélov

IDH - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 36 °C, po vyfarbeni
vyplachneme vodou. Pozn.: IDH je mozné farbit’ na tom istom plate tak, ze vo farbiacom
médiu budu pritomné oba substraty.

Podmienky pre elektroforetickii separdciu vzoriek hrachu pri roéznych systémoch

tlmivych roztokov st uvedené v Tab. 9.

Tab. 9: Podmienky pre elektroforetickti separaciu vzoriek hrachu pri roznych systémoch

tlmivych roztokov

En- Systém Elektrodovy Gélovy Vykon Cas
zym tlmivy roztok tlmivy roztok separacie
(autor) (autor) (autor) (autor) (autor)
PGD B 0,065 mol dm™® 0,009 mol dm™® Konjt. 4h 30 min.
IDH pH=5,7 L-histidin L-histidin, 17 W (Parzysz a
(10,088 g/dm®), 0,003 mol dm’® (Stuber et Przybylska
0,02 mol dm™ kyselina citronova al. 1988) 1984)
kyselina citronova H.0,
H,0, (elektrédovy timivy
(cca. 4,125 g/dm?; roztok zriedeny 1:6)
pH sa upravi (Stuber et al. 1988)

kyselinou citronovou)
(Stuber et al. 1988)

LEGENDA: IDH — izocitratdehydrogenaza, PGD — 6-fosfoglukonatdehydrogenaza

PGD - 6-fosfoglukonatdehydrogenaza - podla Stuber et al. (1988) vid’ slne¢nica a sdja
(Juracek a Mudry 1999, Mudry a Juracek 1998).

PGD — Roztok nalejeme na plat a inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom vyplachneme
vodou. Pozn.: Pri vyfarbovani len samotnej PGD nepridame do roztoku dvojsodnu sol’ D-

frukt6za-6-fostat a NADP-zavislu gluk6za-6-fostatdehydrogenazu.
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2.5 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV CICERA BARANIEHO
(Cicer arietinum L.) A HRACHORA SIATEHO (Lathyrus sativus L.)

Posledné dve desatroCia je zaznamenany zvySeny zaujem o vyskum a pestovanie cicera
baranieho, ktory je z hl'adiska racionalnej I'udskej vyzivy délezitou strukovinou. Cicer barani
(Cicer arietinum L.) sa taxonomicky zarad'uje do rodu cicer (tribus Cicereae ALEF.), ktory
zahfna devat jednoro¢nych a tridsatjeden trvéacich druhov. VsSetky druhy st samoopelivé
amaji 2n = 2x = 16 chromozomov. V pestovatel'skej praxi sa vyuziva iba cicer barani.
Blizsie taxonomické udaje a povod jednotlivych druhov st uvedené v pracach Ladizinsky
a Adler (19764, b) a van der Maesen (1987).

Prvou précou, ktord pojednava o analyze polymorfizmu niektorych druhov enzymov, je
praca autorov Tuwafe et al. (1988). Polymorfizmom enzymov sa neskdr zaoberaju aj prace
autorov Gaur a Slinkard (1990a, 1991b), Kazan a Muehlbauer (1991), Kazan et al. (1991),
Ahmad et al. (1992), Kusmenoglu et al. (1992), Kazan et al. (1993), a Mudry et al. (1996,
1998). NajintenzivnejSie sa polymorfizmus enzymov Studoval v Kanade, USA, Izraeli
a v Indii. Postavenie hrachora siateho (Lathyrus sativus L.) ako strukoviny je na Slovensku
oproti ciceru podstatne horSie. Tato plodina blizka ciceru by v buducnosti mohla obohatit’

sortiment strukovin, a tak zvysit’ aj ich spotrebu (Mudry et al. 1998).

Cicer barani (Cicer arietinum L.) a hrachor siaty (Lathyrus sativus L.)

Extrakcia: - suché semeno rozdrvené v porcelanovej miske,
- zhomogenizované semeno extrahované pri 4 °C,
- extrakény tmivy roztok: 10 mmol dm™ Tris (pH=7,4), 25 mmol dm* KCI, 0,05
mol dm sacharoza (Bourgoin-Greneche a Lallemand 1993),
-na jedno semeno 50 pl extrakéného Cinidla.

Podmienky pohybu (separacie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k andde
-v 13 % hydrolyzovanom Skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988,
Bourgoin—Greneche a Lallemand 1993) zlozenia:
77,31 g hydrolyzovany skrob,
15,00 g sachardza,
600 ml gélovy tlmivy roztok.
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Zlozenie  elektrodovych a gélovych tlmivych  roztokov, vykon, pracovny cCas,
gélovy  systém D a zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom

systéme D st uvedené v Tab. 10 — 12,

Tab. 10: Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podl'a Cardy
et al. (1980) a Stuber et al. (1988)

Systém Elektrodovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok

0,065 mol dm™ L-histidin

5 (10,088 g/dm?®) 0,016 mol dm™ L-histidin
o6t 0,007 mol dm™ kys. citrénova H,O | 0,002 mol dm=kys . citrénova H,O
PH=S, (1,5 g/dm?) (1:3 roztok tlmivého roztoku)

pH upravit’ kys. citronovou

Tab. 11: Vykon, pracovny ¢as pre gélovy systém D a analyzované enzymy

(Stuber et al. 1988)

Gélovy systém Vykon Pracovny cas Enzymy

ADH, MDH, PGD,
PGM

D 16,0 W 6 hodin 30 minat

LEGENDA: ADH — alkoholdehydrogenaza, MDH — malatdehydrogenaza, PGD — 6-
fosfoglukonatdehydrogenaza, PGM — fosfoglukomutaza

Tab. 12: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme D
(Stuber et al. 1988)

ADH MDH
50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok 50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok
zlozenia: Tris-HCI (pH=8) zlozenia: Tris-HCI (pH=9,1)
1 ml 95 % etanol 100 mg neutralizovana kys. DL-jabléna

20 mg B-nikotinamidadenindinukleotid, | 20 mg redukovanej formy
20 mg tetrazolium tiazolyl modra B-nikotinamidadenindinukleotid,
5 mg fenazin metosulfat 10 mg nitro blue tetrazolium

1,25 mg fenazin metosulfat
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PGD

PGM

50 ml 0,05 mol dm timivy roztok
zlozenia: Tris-HCI (pH=8,0)
20 mg trojsodna sol’ kyseliny
6-fosfoglukonovej
50 mg MgCl,
5 mg sodné sol’
-nikotinamidadenindinukleotidfostat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

1,5 mg fenazin metosulfat

50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok
zlozenia: Tris-HCI (pH=8,5)
100 mg MgCl,
250 mg dvojsodna sol’
o—D-glukéza-1-fosfat
10 mg sodna sol’
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1 mg fenazin metosulfat

37,5 jednotiek NADP-zavislej

glukéza-6-fosfatdegydrogenazy

LEGENDA: ADH - alkoholdehydrogendza, MDH — malatdehydrogendaza, PGD — 6-
fosfoglukonatdehydrogenaza, PGM — fosfoglukomutaza

Postup pocas vyfarbovania gélov

Postup vyfarbovania zén aktivity ADH, MDH, PGD a PGM je uvedeny pri kukurici siatej
a v publikovanych pracach autorov Mudry a Juracek (1996) a Mudry et al. (1998).

2.6 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV LASKAVCA METLINATEHO
(Amaranthus cruentus L.)

Intenzivnejsi vyskum a snaha o vyuzivanie laskavcov sa v Europe zacal v osemdesiatych
rokoch minulého storo¢ia a konkrétne na Slovensku v roku 1987. Vaésiu tradiciu vyskumu,
pestovania a vyuzivania laskavcov maji USA, Mexiko, Peru, India, Pakistan, Cina a i.
Zvyseny zaujem o laskavce vyplyva z hl'adania prirodnych latok, ktoré by mali dietologicky
a terapeuticky ucinok, biologicky aktivnych latok a latok zaujimavych z nutriéného hl'adiska.
Vyznamnym zdrojom takychto latok su aj niektoré druhy aich odrody nedoceneného
laskavca. Laskavce zarad’'ujeme medzi pseudoceredlie, o ktoré je v poslednych desatrociach
medzi pestovatelmi velky zaujem. Aj na Slovensku je zaujem o laskavce zo strany
pestovatelov, vyrobcov potravin, kozmetického a farmaceutického priemyslu.

Zaujem o druhy rodu Amaranthus vyplyva zich rezistencie k mnohym chorobam,

z tolerancie k suchu, vysokym teplotam a zasoleniu. Su doélezitou alternativnou plodinou
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alternativneho polnohospodarstva. Vzhl'adom na C, typ fixdcie oxidu uhli¢itého laskavce
patria do skupiny vysokoproduktivnych druhov a st vyznamné vzhl'adom na suc¢asné globalne
oteplovanie klimy. Biologicky aktivne latky laskavca maji pozitivny vplyv na ludsky
organizmus V prevencii niektorych civiliza¢nych ochoreni. Okrem iného st aj vhodné na
konzum pri bezlepkovej diéte.

Riesenie polymorfizmu enzymov laskavcov je skromné v porovnani sekonomicky
vyznamnymi plodinami, ako su kukurica, slne¢nica alebo s6ja. K metodologicky vyznamnym
pracam tykajucich sa laskavca patria prace autorov Jain et al.(1980), Sawhney et al. (1981),
Hauptli a Jain (1984), Warwick a Black (1986), Kirkpatrick (1995), Chan a Sun (1997), Pratt
a Clark (2001), Jacobsen a Mujica (2003), Yudina et al. (2005), Goptsiy et al. (2008), Mudry
a Gajdosova (2009) a Mudry et al. (2010).

Nazory na moznosti praktického vyuzitia polymorfizmu enzymov laskavca su nejednotné.
Pre S$tddium polymorfizmu nie je vyvinutd jednotnd Standardizovand metodika, preto
vysledky analyz (fingerprinty) nie st v publikovanych pracach zhodné pri jednotlivych
druhoch enzymov. Je to pravdepodobne sposobené réznou citlivost'ou analyz. Aj v st¢asnosti
je studovany polymorfizmus enzymov laskavcov hlavne v Ruskej federacii, Ukrajine, Ceskej
republike ana Slovensku. Hlavnym cielom tychto prac je poznanie rozsahu diverzity
zarodoénej plazmy laskavcov v sledovanom polymorfizme a preskimat moznost’ jeho
vyuzitia k pravnej ochrane genetickych zdrojov v narodnych Slachtitel'skych programoch.

Zatial’ je otazka rozsahu diverzity polymorfizmu enzymov laskavcov otvorena.

Laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.)

Extrakcia: - pri 4 °C

- zhomogenizované suché semend, troj- alebo Sest'dnové kli¢ence, vyvinuty list,

- extrakény tlmivy roztok: 5,0 ml H,O, 0,84 g sachardza, 0,42 g askorbat sodny
(Stuber et al. 1988),

-na 100 mg zhomogenizovaného listu 50 pl extrakéného Cinidla, alebo
vysSia hmotnost’ vzorky so zachovanim pomeru 1 pl:2mg a menSim
(Mudry et al. 2010, 2011),

-na 200 mg troj- alebo Sestdnovych klicencov, resp. vyvinutého listu
100 pul extrakéného ¢inidla (Mudry a Gajdosova 2009).
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Tab. 13: Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého
systému (Stuber et al. 1988)

Systém Elektrodovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok
0,065 mol dm™ L-histidin L
(10,88 g/dm®) 0,009 mol dm™ L-histidin
;00 g/dm
2 o 0,003 mol dm™ kyselina citronové
B 0,02 mol dm™ kyselina citronova H.O
2
pH=5,7 H.0 .
(4,125 g/dm?) (1:6 roztok elektrodového tlmivého
) m
J roztoku)
pH upravit’ kyselinou citronovou
0,19 mol dm™ kyselina borita 9 dielov Tris—kyselina citronova
. (11,875 g/dm®) tlmivy roztok [0,05 mol dm™ Trizma
eg 0,04 mol dm™ hydroxid litny baza (6,20 g/dm®); 0,007 mol dm
PH=S, (1,60 g/dm?) kyselina citronova H,0 (1,50 g)]
pH upravit’ LIOH 1 diel elektrodovy C tlmivy roztok
0,065 mol dm™® L-histidin ]
(10,088 g/dm?) 0,016 mol dm™ L-histidin
,088 g/dm
D 3 o 0,002 mol dm® kyselina citronova
0,007 mol dm™ kyselina citronova
pH=6,5 3 H.0
H.0 (1,5 g/dm®) .
(1:3 roztok tlmivého roztoku)
pH upravit kyselinou citrénovou
. 0,009 mol dm™ Trizma baza
0,135 mol dm™ Trizma baza 3
3 ) 0,003 mol dm™ kyselina citronova
F 0,04 mol dm™ kyselina citronova H.O
2
pH=7,0 H,0 (9,0 g/dm®) ,
. . ‘ (1:4 elektrodovy tlmivy roztok
pH upravit’ kyselinou citronovou )
zriedeny)

Podmienky pohybu (separicie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k andde,
-v 13 % hydrolyzovanom Skrobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988,
Bourgoin—Greneche a Lallemand 1993).

Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého systému, vykon
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a pracovny cas pre jednotlivé systémy a zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé

enzymy v gélovom systéme B, C, D a F st uvedené v Tab. 13 — 18.

Tab. 14: Vykon a pracovny ¢as pre jednotlivé gélové systémy (Stu ber et al. 1988)

Gélovy systém Vykon Pracovny ¢as Enzymy
B 170w 7 hodin a 15 minat | MDH, ACP, GLU
C 12,0 W 6 hodin ADH, CAT, GOT
D 16,0 W 6 hodin a 30 minit | 'O " "o PP
F 150 W 6 hodin a 30 minut DIA

LEGENDA: ACP — kysla fosfatdza, ADH — alkoholdehydrogenaza, CAT — katalaza, DIA —
GLU - pB-glukozidaza, IDH -
MDH - 6-fosfo-

diaforaza, GOT - glutamatoxaloacetattransaminaza,

izocitratdehydrogenaza, malatdehydrogenaza, PGD -

glukonatdehydrogenaza, PGI — fosfoglukoizomeraza, PGM — fosfoglukomutéza

Tab. 15: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy Vv gélovom Systéme B
(Stuber et al. 1988)

ACP GLU MDH

Roztok 1: 50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy

50 ml 0,1 mol dm timivy
roztok zloZenia:
octan sodny — kyselina
octova (pH=5,0)

50 mg sol’ Fast Garnet
GBC
50 mg MgCl,

50 mg sodna sol” kyseliny

a—naftyl fosforecnej

50 ml 0,05 mol.dm™®
tlmivy roztok zloZenia:
fosfore¢nan draselny
(pH=6,5)
1 g polyvinylpyrolidon 40,
100 mg sol’ Fast blue BB

Roztok 2:
50 mg 6-bromo-2-naftyl-f3-
D-glukozid v 5 ml N,N-

dimetylformamid

roztok zlozenia:
Tris-HCI (pH=9,1)
100 mg neutralizovana
kyselina DL-jabléna
20 mg redukovanej formy
3-nikotinamidadenin -
dinukleotid,
10 mg nitro blue
tetrazolium
1,25 mg fenazin

metosulfat

LEGENDA: ACP — kysla fosfataza, GLU — B-glukoziddza, MDH — malatdehydrogenéza
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Tab. 16: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy Vv gélovom systéme C

(Stuber et al. 1988)

ADH

CAT

GOT

50 ml 0,05 mol dm™®
tlmivy roztok zlozenia:
Tris-HCI (pH=8)

1 ml 95% etanol
20 mg B-
nikotinamidadenin -
dinukleotid
20 mg tetrazolium tiazolyl
modra

5 mg fenazin metosulfat

500 mg ferikyanid
draselny
500 mg chlorid zelezity
50 ml H,O
0,01% H,0,

50 ml substratovy roztok
50 mg sol’ Fast blue BB
Substratovy roztok
(pH=7,4)

400 ml H,O
146,1 mg kyselina
a-ketoglutarova
532,4 mg kyselina
L-asparagova
2 g polyvinylpyrolidon 40
200 mg dvojsodna sol
kyseliny etyléndiamin
tetraoctovej
5,68 g Na;HPO4

LEGENDA: ADH -

alkoholdehydrogenéza,

glutamatoxaloacetattransaminaza

CAT -  katalaza,

Tab. 17: Zlozenie farbiaceho média pre diaforazu (DIA) v gélovom systéme F

(Stuber et al. 1988)

DIA

50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok zlozenia:

Tris-HCI (pH=9,1)

0,5 g polyvinylpyrolidon 40
5 mg sodna sol’ B-nikotinamidadenindinukleotidfostat

40 mg tetrazolium tiazolyl modra

4 mg 2,6-dichlorofenol
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Tab. 18: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme D

(Stuber et al. 1988)

IDH

PGD

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,0)

50 mg MgCl,
150 mg trojsodna sol’ kyseliny DL-

izocitronove;j

5 mg sodné sol’
-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

Img fenazin metosulfat

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,0)
20 mg trojsodna sol’ kyseliny

6-fosfoglukonovej
50 mg MgCl,
5 mg sodna sol’

B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

1,5 mg fenazin metosulfat

PGI

PGM

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8)
50 mg trojsodna sol’ D-frukt6za-6-fosfat
50 mg MgCl,

5 mg sodna sol’
B-nikotinamidadenindinukleofidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1,5 mg fenazin metosulfat
10 jednotiek NADP-zavislej gluk6za-6-
fosfatdehydrogenazy

50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok
zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,5)
100 mg MgCl,
250 mg dvojsodna sol’ o—D-glukoéza-1-
fosfat
10 mg sodna sol’
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1 mg fenazin metosulfat
37,5 jednotiek NADP-zavislej gluk6za-6-
fostatdegydrogenazy

LEGENDA: IDH - izocitratdehydrogenaza, PGD — 6-fosfoglukonatdehydrogenaza, PGI —

fosfoglukoizomeraza, PGM — fosfoglukomutédza

2.7 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV KOSTRAVY
TRSTENIKOVITEJ (Festuca arundinacea Schreb.) A MATONOHU
TRVACEHO (Lolium perenne L.)

Z pol'nohospodarskeho hladiska sa kostrava trstenikovita (Festuca arundinacea Schreb.)
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zarad’uje medzi trdvy. Rod Festuca zahfiia Sirokt $kalu foriem od drobnolistych (Festuca
capilata Lam.) po vysokého vzrastu (Festuca arundinacea Schreb.). Hospodarsky
najdolezitejsie su kostrava lu¢na (Festuca pratensis Huds.) a kostrava ¢ervena (Festuca rubra
L.). Kostrava je travou mierneho az chladnejSicho pasma s pravdepodobnym pdvodom
v Stredomori a v Prednej Azii. Jej hospodarsky vyznam je znaény s univerzilnym vyuZitim
pre pol'né dvojro¢né i doCasné kultury, luky a do istej miery i pasienky a ihriskové, parkové
a okrasné plochy. Obe formy st cudzoopelivé, vykazuju depresiu po nitenom samoopeleni.
Obe su dobre klonovateI'né s chromozémovymi sibormi 2n = 28 pri kostrave lucnej, 2n = 56
pri kostrave Cervenej (Rod et al. 1982). Vyskum polymorfizmu enzymov druhov rodu
kostrava spada do 90-tych rokov minulého storocia.

Mitonohy patria k najpestovanej$im travam na ornej pdde a pasienkoch, ale aj na
parkovych, letiskovych a$portovych plochach. Domovinou druhov rodu Lolium je
Stredozemie a Blizky vychod. Tento rod zahina $tyridsat’ prevazne diploidnych druhov (2n =
14). Krizenie predovSetkym kultirnych druhov je Gplne mozné. Dochadza spontanne i ku
krizeniu medzi druhmi rodov Lolium a Festuca. SPachtitel'sky sa vyuzivajii medzidruhové aj
medzirodové krizence. Dal§im zdrojom premenlivosti je polyploidizdcia. Mitonohy su
cudzoopelivé avetrom opelivé. Samoopelenie je nizke predovSetkym pri méitonohu
mnohokvetom. Nutené opakované samoopelenie vedie k depresii a diferenciacii foriem, ¢o sa
v §lachteni vyuziva (Rod et al. 1982). Analyza polymorfizmu enzymov rodu métonoh sa
realizovala eSte v 70-tych rokoch. Uz v roku 1977 boli publikované prvé vysledky (Hayward
a Mc Adam 1977). V sucasnosti patri k najpreskimanej$im travam na baze polymorfizmu
enzymov. Polymorfizmus enzymov méitonohu sa vyuziva vo Francuzsku na biochemicky
popis schvalovanych novych genotypov (odrod) tejto polnohospodarskej plodiny (Mudry
a Juracek 1994).

Kostrava trstenikovita (Festuca arundinacea Schreb.) a mitonoh trvaci

(Lolium perenne L.)

Kultivacia a priprava vzorky:

- klicenie a kultivacia kli¢iacich semien na mokrom filtracnom papieri v Petriho
miske za konstantnych podmienok osvetlenia, teploty (22 - 25°C) a dizky
osvetlenia po dobu 15 dni (Greneche et al. 1991, Bourgoin-Greneche a Lallemand
1993).

Extrakcia: -pri4 °C,
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- listové &epele dizky 7-10 cm (Hayward a Mc Adam 1977, Nielsen 1980,
Ostergaard et al. 1985) homogenizované jednotlivo, iba  pre Specialne
experimentalne Géely kazdy genotyp reprezentuje zmesna vzorka z 5-tich listov (t.].
z 5 rastlin),

- 20 pul extrakéného ¢inidla na 1 vzorku zlozenia 0,1 mol dm? tris-HClI (pH=7,2),
0,02 % (v/v) - B-sulfanyletanol (Greneche etal. 1991) s niekol’kymi zrnami
kremicitého piesku (Ostergaard et al. 1985).

Tab. 19: Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého
systému (Stuber et al. 1988)

Systém Elektrédovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok

0,009 mol dm™ L-histidin
0,003 mol dm kys. citrénova
H,0

(1:6 roztok elektrodového timivého

0,065 mol dm™ L-histidin

B (10,88 g/dm®)
pH=5,7 |0,02 mol dm™ kys. citronova H,0
(4,125 g/dm®)

. . roztoku)
pH upravit’ kys. citronovou

9 dielov Tris — kys. citronova tlmivy

0,19 mol dm™ kys. borita )
roztok [0,05 mol dm™ Trizma baza

C (11,875 g/dm™) X 3
3 (6,20 g/dm?); 0,007 mol dm™ kys.
pH=8,3 0,04 mol dm™ hydroxid litny 3
2 citronova H,0 (1,50 g/dm?)]
(1,60 g/dm?)

) 1 diel elektrodovy C tlmivy roztok
pH upravit’ LIOH

0,065 mol dm™ L-histidin .
0,016 mol dm™ L-histidin

D (10,088 g/dm®) 5
3 0,002 mol dm™ kys . citronova H,O
pH=6,5 | 0,007 mol dm™ kys. citronova H,O
(1:3 roztok tlmivého roztoku)
(1,59

pH upravit’ kys. citronovou

Podmienky pohybu (separicie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k andde,

- v 13 % hydrolyzovanom skrobovom géle, knoty z Whatman 2 (11 x 2 mm),
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- zloZenie Skrobového gélu:
77,31 g hydrolyzovany zemiakovy Skrob pre elektroforézu (Sigma),
15,00 g sachardza,
600 ml gélovy tlmivy roztok.
- rezim konstantného vykonu (Stuber et al. 1988),
- po 20-tich minutach sa prerusi elektroforéza a vyberu sa knoty z gélu, elektroforéza

potom pokracuje d’alej (Hayward a Mc Adam 1977, Nielsen 1980).

Zlozenie elektrodovych a gélovych timivych  roztokov podla pouzitého
systému, vykon, pracovny Cas, zlozenie farbiacich médii v gélovom systéme B,C

a D st uvedené v Tab. 19 — 22.

Tab. 20: Vykon, pracovny c¢as pre jednotlivé gélové systémy a enzymy
(Stuber et al. 1988)

Gélovy systém Vykon Pracovny ¢as Enzymy
B 17,0 W 7 hodin 15 mintt MDH, ACP
12,0 W 6 hodin ADH
D 16,0 W 6 hodin 30 mintt PGI

LEGENDA: ACP - kysla fosfataiza, ADH — alkoholdehydrogenaza, MDH -
malatdehydrogenaza, PGl — fosfoglukoizomeraza

Tab. 21: Zlozenie farbiacich médii v gélovom systéme B (Stuber et al. 1988)

ACP MDH

50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy 5
50 ml 0,1 mol dm™ tlmivy roztok zloZenia:

Tris-HCI (pH =9,1)

100 mg neutralizovana kys. DL-jabléna

roztok zlozenia:

octan sodny — kys. octova

(pH =5,0)
20 mg redukovanej formy B-nikotinamidadenin -
50 mg sol’ Fast Garnet GBC ] )
dinukleotid,
50 mg MgCl,

10 mg nitro blue tetrazolium
50 mg sodna sol’ kys.

1,25 mg fenazin metosulfat
a—naftyl fosforecne;j

LEGENDA: ACP —kysla fosfatdza, MDH — malatdehydrogenédza
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Tab. 22: Zlozenie farbiacich médii pre ADH v gélovom syst¢tme C a PGl
v gélovom systéme D (Stuber et al. 1988)

ADH PGI

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok

50 ml 0,05 mol dm™ tlmivy roztok o
zloZenia:

loFenia: )
zloZenia Tris-HCI (pH=8)

Tris-HCI (pH=8),
1 ml 95 % etanol,

50 mg dvojsodna sol’ D-frukt6za-6-fostat

50 mg MgCl,
20 mg B-nikotinamidadenin —

dinukleotid,

5 mg sodna sol

B-nikotinamidadenindinukleofidfosfat

20 mg tetrazolium tiazolyl modra ) ) ,
5 mg tetrazolium tiazolyl modra

5 mg fenazi tosulfat
g fehaziii metosutia 1,5 mg fenazin metosulfat
10 jednotiek NADP-zavislej gluk6za-6-

fosfatdehydrogenazy

LEGENDA: ADH — alkoholdehydrogenaza, PGI — fosfoglukoizomeraza

Postup pocas vyfarbovania gélov

ACP - Roztok nalejeme na plat Skrobového gélu a inkubujeme pri 36°C. Po vyfarbeni
vyplachneme vodou. Zretelné vyfarbenie pasov dosiahneme, ked’ plat inkubujeme asi 1 hod.,
potom odsajeme cCast’ farbiaceho roztoku, dolejeme vodu a nechdme cez noc pri izbovej
teplote.

ADH - Roztok sa naleje na plat a gél sa inkubuje asi 1 hod. pri 36 °C. Potom sa gél oplachne
vodou.

MDH - Roztok nalejeme na plat a pri 36 °C inkubujeme asi 1 hod. Po vyplachnuti
uchovavane vo vode.

PGI - Roztok nalejeme na plat a inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom vyplachneme vodou.

2.8 ANALYZA POLYMORFIZMU ENZYMOV DATELINY PLAZIVEJ
(Trifolium repens L.)
Datelina plaziva (Trifolium repens L.) patri medzi vyznamné polnohospodarske plodiny

a zarad’uje sa medzi d’atelinoviny. Datelina plaziva zahfila mnozstvo foriem s mnozstvom
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prechodnych foriem: drobnolisté (var. alpinum), s malymi az strednymi listami (var. sylvestre
a typicum), ktoré sa najviac vyuzivaju, a velkolisté (forma giganteum). Pochadza z horného
Talianska a rozsirila sa do celého sveta. Pre analyzy a geneticka interpretaciu polymorfizmu
enzymov je dolezitd informadcia, ze je to druh amfidiploidny (2n=32), cudzoopeliva a opel'uju
ju vcely a ¢meliaky (Rod et al. 1982). Z d’atelinovin sa vyskum polymorfizmu enzymov
realizoval na lucerne siatej (Medicago sativa L.). Vysledky analyz publikoval Quiros (1983).
Zaciatky vyskumu polymorfizmu enzymov druhov rodu d’atelina (Trifolium L.) spadaju do
80-tych rokov minulého storocCia a vacSina prac bola publikovana v nasledujicom desatroci.
Vyskum sa sustredil na komplexnejSie poznanie agrobiodiverzity genetickych zdrojov tohto
druhu vd’aka zvySenym aktivitam smerom k poznaniu a uchovaniu genofondu pre dalSie
generacie. Z pribuznych druhov boli analyzované napr. Trifolium subterraneum L. (Collins et
al. 1984), Trifolium hirtum L. (Molina-Freaner aJain 1992) a Trifolium campestre L.,
Trifolium fragiferum L. a Trifolium montanum L. (Bulinska-Radomska 1996). Polymorfizmus
enzymov d’ateliny je rieSeny aj v neskorsich pracach (Bulinska-Radomska 2000 a Malaviya et
al. 2005).

Datelina plaziva (Trifolium repens L.)

Kultivacia a priprava vzorky:

- klicenie skarifikovanych semien na mokrom filtraénom papieri v Petriho miskach
pocas troch dni v termostate (za tmy),
- semena po 24 hodinovom nabobtnavani st enzymaticky aktivne (Collins et al.

1984), ale ovel’a I'ahSie sa osemenie zo semien odstraiiuje po troch diioch klicenia.

Extrakcia: - pri 4 °C
- homogenizacia 3-dilovych naklicenych semien po odstraneni osemenia ( Molina-
Freaner a Jain 1992),
- kliciace semend sa homogenizuju jednotlivo,
- extrakény tlmivy roztok: 5,0 ml H,O, 0,84 g sacharo6za, 0,42 g askorbat sodny
(Stuber et al. 1988)
- 20 ul extrak¢éného ¢inidla na jedno klic¢iace semeno (Stuber et al. 1988).

Podmienky pohybu (separicie) na géle:

- pri 4 °C; vzorky migruji smerom k andde
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- v 13 % hydrolyzovanom $krobovom géle (Cardy et al. 1980, Stuber et al. 1988,
Bourgoin—-Greneche a Lallemand 1993) zlozenia:
77,31 g hydrolyzovany skrob,
15,00 g sachardza,
600 ml gélovy tlmivy roztok.
- rezim konstantného vykonu (Stuber et al. 1988),
- po 20-tich minutach sa prerusi elektroforéza a vybert sa knoty z gélu, elektroforeza

potom pokracuje d’alej (Collins et al. 1984).

Tab. 23: Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého
systému (Stuber et al. 1988)

Systém Elektrédovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok

0,065 mol dm™ L-histidin X
0,009 mol dm™ L-histidin

(10,88 g/dm®) a
3 , 0,003 mol dm™ kys. citronova
B 0,02 mol dm™ kys.citronova H,0O HO
pH=5,7 (4,125 g/dm?®) ’

_ _ (1:6 roztok elektrodového timivého
pH upravit’ kys. citronovou
roztoku)

0,19 mol dm™ kys. borita _ _ _
9 dielov Tris — kys. citronova tlmivy

(11,875 g/dm™) .
3 roztok [0,05 mol dm™ Trizma baza
C 0,04 mol dm™ hydroxid litny 3 3
2 (6,20 g/dm?); 0,007 mol dm™ kys.
pH=8,3 (1,60 g/dm?)

citrénova H,0 (1,50 g/dm®)]

pH upravit’ LiOH
1 diel elektrodovy C tlmivy roztok

0,065 mol dm™ L-histidin

(10,088 g/dm®) A
3 . 0,016 mol dm™ L-histidin
D 0,007 mol dm™ kys. citronova H,O 3
0,002 mol dm™ kys . citronova H,O
pH=6,5 1,59/

' ‘ (1:3 roztok tlmivého roztoku)
pH upravit’ kys. citronovou

Zlozenie elektrédovych a gélovych tlmivych  roztokov  podla  pouzité¢ho
systému, vykon, pracovny cas, zlozenie farbiacich médii pre systém B, C a D st uvedené

v Tab. 23 - 27.
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Tab. 24: Vykon, pracovny cas
(Stuber et al. 1988)

pre jednotlivé gélové systétmy a enzymy

Gélovy systém Vykon Pracovny cas Enzymy
B 17,0 W 7 hodin 15 minut MDH, PGl
12,0 W 6 hodin ADH, CAT
D 16,0 W 6 hodin 30 mintt | PGD, (PGI), PGM,

LEGENDA: ADH — alkoholdehydrogenaza, CAT — katalaza, MDH — malatdehydrogenaza,

PGD - 6-fosfoglukonatdehydrogendza, PGI — fosfoglukoizomeraza, PGM -
fosfoglukomutaza
Tab. 25: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy
v gélovom systéme B (Stuber et al. 1988)
PGI MDH
50 ml 0,05 mol dm®
tlmivy roztok zloZenia:
Tris-HCI (pH=8) 50 ml 0,1 mol dm™ timivy
50 mg dvojsodna sol’ D- roztok zlozenia:
fruktoza-6-fosfat Tris-HCI (pH = 9,1)
50 mg MgCl, 100 mg neutralizovana
5 mg sodna sol’ kys. DL-jabl¢na
B- 20 mg redukovanej formy
nikotinamidadenindinukle B-nikotinamidadenin -
ofidfosfat dinukleotid,
5 mg tetrazolium tiazolyl 10 mg nitro blue
modra tetrazolium
1,5 mg fenazin metosulfat 1,25 mg fenazin
10 jednotiek NADP- metosulfat L EGENDA: MDH -
zavislej glukoza-6- malatdehydrogenaza, PGl
fosfatdehydrogenazy fosfoglukoizomeraza
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Tab. 26: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme C

(Stuber et al. 1988)

ADH CAT

50 ml 0,05 mol dm™ timivy

roztok zloZenia: 500 mg
Tris-HCI (pH=8), ferikyanid
1 ml 95 % etanol, draselny
20 mg B- 500 mg chlorid
nikotinamidadenin — zelezity
dinukleotid, 50 ml H,0O
20 mg tetrazolium tiazolyl 0,01 % H,0,
modra

5 mg fenazin metosulfat

LEGENDA: ADH - alkoholdehydrogenaza, CAT — katalaza

Tab. 27: Zlozenie farbiacich médii pre jednotlivé enzymy v gélovom systéme D
(Stuber et al. 1988)

PGD PGM
50 ml 0,05 mol dm™ timivy roztok 50 ml 0,1 mol.dm™ timivy roztok
zloZenia: zloZenia:
Tris-HCI (pH=8,0) Tris-HCI (pH=8,5)
20 mg trojsodna sol’ kyseliny 100 mg MgCl,
6-fosfoglukénove;j 250 mg dvojsodna sol’
50 mg MgCl, a—D-glukéza-1-fostat,
5 mg sodna sol’ 10 mg sodna sol’
-nikotinamidadenindinukleotidfosfat B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5 mg tetrazolium tiazolyl modra 7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra
1,5 mg fenazin metosulfat 1 mg fenazin metosulfat
37,5 jednotiek NADP-zavislej glukoza-6-

fostatdegydrogenazy

LEGENDA: PGD - 6-fosfoglukonatdehydrogenaza, PGM — fosfoglukomutaza
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Postup pocas vyfarbovania gélov

ADH - Roztok sa naleje na plat a gél sa inkubuje asi 1 hod. pri 36 °C. Potom sa gél oplachne
vodou.

CAT - Na skrobovy plat nalejeme 0,01 % H20,, roztok zamieSame a nechame posobit’ 5 min.
Potom vyplachneme destilovanou vodou. Na skrobovy plat nalejeme farbiaci roztok, nechame
poOsobit’ 5 minut a vyplachneme destilovanou vodou. Aktivita kataldzy sa prejavi bielymi
Skvrnami na tmavom pozadi. Gély je mozné uskladiiovat’ vo vode niekol’ko dni, fotografovat’
by sa mali bezprostredne po vyfarbeni.

MDH - Roztok nalejeme na plat a pri 36 °C inkubujeme asi 1 hod. Po vyplachnuti
uchovévane vo vode.

PGI/PGD - Roztok nalejeme na plat a inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom vyplachneme
vodou. Pozn.: Pri vyfarbovani len samotnej PGI nepriddme do roztoku trojsodnu sol’ kyseliny
6-fosfoglukonovej a pri vyfarbovani len samotnej PGD nepriddme do roztoku dvojsodnu
sol’ D-fruktoza-6-fosfat a NADP-zavislu glukoza-6-fosfatdehydrogenazu.

PGM - Roztok nalejeme na plat a inkubujeme pri 36 °C asi 1 hod. Potom vyplachneme

vodou.

3 NIEKTORE NAJCASTEJSIE VYPOCTY A PRIKLADY PRI
VYHODNOCOVANI ANALYZ POLYMORFIZMU ENZYMOV

3.1 VYPOCET POCTU IZOENZYMOV POLYMERNEHO ENZYMU

Polymérne a oligomérne enzymy maju mnoho Strukturnych génov, ktoré koduji odlisné
podjednotky holoenzymu. Kombinaciou tychto podjednotiek sa tvoria rozdielne izoenzymy.
Pocet izoenzymov, ktoré sa mézu vytvorit’ v diploidnom organizme, v ktorom sa podjednotky
nahodne kombinuju bez obmedzenia subceluldrnej kompartmentacii mozno predpovedat’
podl'a matematickej rovnice (Shaw1964):

i=(s+p-D!'/[p!(s-1)!],
kde i je pocet izoenzymov (8kvrny alebo pasy na zymograme), p je pocet polymérov (ktoré sa
podielaji na stavbe polymérneho holoenzymu), Sje pocet odliSnych podjednotick alebo
variantov polymérov (Ktoré mézu interagovat’ a tvorit’ holoenzym).

Typy diagramov izozymogramov skonstruované pre predpovedany pocet izoenzymov,

ktorych kvartérna Struktira je monomérna, dimérna, trimérna a tetramérna, pre diploidné
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a tetraploidné organizmy su publikované napr. v pracach autorov Acquaah (1992), Bourgoin-
Grenéche, Lallemand (1993) a Mudry (2011).

3.2 ANALYZA IZOENZYMOV V POPULACII

Velké mnozstvo analyz polymorfizmu enzymov sa tyka jeho variability v populaciach
organizmov. Prace st zamerané na poznanie rozsahu variability polymorfizmu v rdmci
populacie a na jednoduché porovnavania odliSnych genotypov. Pre vyuzitie tychto analyz je
dolezité, aby variabilita bola konzistentna a stabilna vo vzt'ahu k podmienkam prostredia. Nie
je podstatné, ze sa nepoznd ihned’ geneticky zéklad izoenzymovych fenotypov. Priklady
vyuzitia st v identifikacii odréd a v stanoveni diverzity zarodo¢nej plazmy v analyzovanom
subore. Mnohé prace a praktické vyuzitie analyz sa tykaju urCenia podstaty genetickej
variability, ako st stanovenie hybridnosti, somaklonalnej variability a na mnoholokusovej
urovni takych, ako su heter6za a heterozygotnost, uréenie urovne ploidie, lokusov
kvantitativnych znakov atd. Pre mnohé aplikdcie st potrebné vypocty frekvencii alel.
Z elektroforetickych udajov sa daju ziskat' frekvencie genotypov pre rbézne lokusy
izoenzymov. Frekvencie alel sa daju vypocitat na ziklade kodominantného prejavu
1izoenzymovych lokusov. Hodnoty frekvencii alel sa dosadzuji do réznych rovnic, ktoré sa

pouzivajl na stanovenie parametrov na rozliSenie populécii a urenie ich Struktary.

3.3 VYPOCET FREKVENCIE ALEL

Vhodnym kvantitativnym meranim kvantitativnej variability populacie je frekvencia alel.
Je definovana, ako podiel jednotlivych druhov alel vyskytujicich sa v lokuse v celom
analyzovanom subore. Cim je analyzovany subor vi¢si, tym je urdena frekvencia alel
V populdcii presnejSia. Zvycajne sa pozaduje velkost suboru 100 a viac analyzovanych
jedincov (vzoriek). Frekvencia alely v lokuse moze byt maximalne 100-percentna a vtedy sa
V analyzovanom stbore vyskytuje ako jedindA a ma hodnotu 1,0. Ak sa vSak v lokuse
analyzovaného suboru vyskytuju dve alebo viac odliSnych alel, hodnota ich frekvencii je

mensSia ako 1,0. Stcet ich frekvencii je 1,0.

3.3.1 Vypocet frekvencii alel podl'a Hardy — Weinbergovho zakona

Vicsina izoenzymovych systémov mé kodominantné alely — homozygotné a heterozygotné

konstiticie lokusov su fenotypovo rozliSiteIné (odlisné). Podl'a Hardy — Weinbergovho
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zakona (H-W) plati : N =X +Y + H, kde N je pocet analyzovanych jedincov, X je pocet
homozygotnych jedincov pre jednu alelu (FF), Y je pocet homozygotov pre druhu alelu (SS)
a H je pocet heterozygotov. Diploid ma v lokuse dve alely, a teda cela populacia bude mat’
celkovy pocet alel 2N. Homozygotny jedinec pre nejaku alelu bude mat’ v lokuse jej dve
kopie (FF, SS), ale len jednu kopiu, ak je jedinec v lokuse heterozygotny (FS). Frekvenciu
alel v populacii potom mozno vypocitat’ — pre alelu F:

p=(@2X+H)/2N=(X+,H)/N
a podobne pre alelu S,

q=@QY +H)/2N=(Y + ', H) /N,
kde p je frekvencia alel F a q je frekvencia alel S.

Iny pripad je, ak jedna alela je dominantna (FF) a druha je recesivna (ff). Systémy
izoenzymov, ktoré¢ maji nulové alely maji nerozliSitel'né homozygotné dominantné genotypy
(FF) od heterozygotnych (Ff). Na identifikaciu je potrebné uskuto¢nit’ testovacie kriZenie.
Homozygotna recesivna konstitacia (ff) je identifikovatelna, potom podla H-W zakona
frekvencia ff je g° a frekvencia f je V'g® = q. PretoZe p + q = 1, frekvencia (p) dominantnej
alely (F) je dana rovnicoup=1-q.

Ak je lokus autosomalny s vyskytom troch kodominantnych alel v Siestich genotypoch je
mozny vyskyt Siestich fenotypov. Bude platit a; + a; + ag = 1 afrekvencia alely
ar= (2A+', H)/ 2N.

Ak je v lokuse B mozny vyskyt dvoch kodominantnych alel B; a B, (B; a B;) a jednej
recesivnej (nulova, b), frekvencie mozno oznacit' p, q a r. Podl'a H-W zakona plati:

(p+g+r’=1

p?+2pr+2pq+qg°+2qr+ri=1,
pre genotypy BiBi, Bib, BiB,, B:B;, Bb, bb, afenotypy B; (B:B: + Bib), BiB,,
B, (B;B; +B;b) a b.

Ako priklad méze sluzit’ urcenie frekvencii alel v analyzovanom stibore koleoptil kukurice

siatej.

Priklad: V rokoch 2006-2007 sa uskuto¢nili analyzy polymorfizmu enzymov (ACP, ADH,
IDH, MDH, PGD, PGM aPGI) krajovych populacii (ekotypov 21, 22, 23 a27). V
Tab. 28-31 su uvedené vysledky analyz. Malymi pismenami abecedy (a, b, C..., 4 a znamena,
ze $tyri vzorky mali rovnaly morfotyp a) je oznaceny druh a pocet morfotypu, Acpl je priklad

lokusu, oznacenie alely v lokuse, napr.: 2 — znamena, ze lokus ma homozygotnu konstituciu
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(2/2) a2/4, ze ma heterozygotni konstiticiu. Analogicky to plati aj pre ostatné lokusy.

Celkovy pocet analyzovanych vzoriek (koleoptil) v krajovej populacii bol 20.

Tab. 28: Variabilita genotypov krajovej populacie 21

Enzym | ACP [ADH [ IDH MDH PGD | PGM [PGI
- — - ~ =) [N (5] < [f) IS — o~ ~ [N o
[~

- N | Genotyp
a 4 a 2 4 T4]6[6]6]16]12[12]M[2]5[9]4] 4
= 4 b 24 | 4 | 4| 4|66 |16]12][12|M]|2|5]9]|4] 4
=2 1 c 4 4 4] 4]6]6|16]12]|12]M| 2 [5[9[4] 4
= 2 d 24| 4 [4]6 |66 [16]12]12[M[38]5[9[4] 4
= 1 e 3 4 | 4]6[6]6|16]12[12]M][2][5[9]4] 4
1 f 3 4 | 4] 4a]6]6|16]12[12]M|2][5[9 4] 4
2 g 4 4 | 4466 | 6 |16]12[12[M|2[5[9 4] 4
1 h 2 4 |44 6 |6 |16]12[12| M| 2[5[9 4] 4
4] ch 24| 4 [4]6 |66 [16]12]12[M][ 2|59 [4] 4
LEGENDA: ACP - kyslda fosfatiza, ADH - alkoholdehydrogenaza,

IDH

izocitratdehydrogenaza, MDH — malatdehydrogenaza, PGD — 6-fosfoglukonatdehydrogenaza,

PGI — fosfoglukoizomeraza, PGM — fosfoglukomutaza

Tab. 29: Variabilita genotypov krajovej populacie 22

Enzym | ACP |ADH| IDH MDH PGD | PGM |PGI
- Lok 2| 2 (2|2 |S|2|2|2|E|2|Q|E|E| <
Sl ™ g2 l=|s|g|2|g |25 |@|8lelp|?
2 N | Genotyp
~ 1 a 3 (a6 [4]6 66 [16][12][12]M[2][5][9[4a] 4
S 1 b 24| 4 |46 |6 ]36]16[12]12|M][2][5]9]4a] 4
G 1 c 4 4 [ 4lae] 6] 6 [16]12]12] M| 259 ]4a] 4
= 3 d 24 | 46 | 4 |a6] 6| 6 161212 M[38][5 9| 4] 4
al 1 e 3 | a6 [ 44666 |16]12]12|M[38]5[9[4a] 4
S 1 f 4 [ a6 [alae] 6|6 [16[12]12[M[38]5 ][04 4
2 g 3 a6 | 4]4a]6]616]12]/12][M[38]5][9]4] 4
2 h 4 a6 46|66 |16/12]/12]M[38]5]9]4a] 4
3] c¢ch 2 a6 |46 6|6 [16]/12]/12| M| 259 ]4a] 4
3 i 2 4 | alae] 6|6 [16]12]12[M|2[5]9 4] 4
2 j 2 | a6 [4]a6] 6|6 |16]12]/12|M[ 259 ]4a] 4
LEGENDA: vid’ Tab. 28
Tab. 30: Variabilita genotypov krajovej populacie 23
Enzym | ACP | ADH| IDH MDH PGD | PGM |PGI
- 2| 2|2l |22 |2|E|2|S|EIE] =
gl gz ls|s|g[s|s|s|s|sleelelp| &
. O N | Genotyp
% 5 a 241 6 [4]6[6]6 [16][12][12]M[38][5][9[1] 4
S 1 b 24 | 6 | 4]ae] 6|6 [16]12]12|M[38][5[9|1] 4
“_; 2 C 214 | a6 | 4| 6| 6] 6 [16]12]|12|M[38]5[9]1] 4
al 1 d 2 6 | 4|46 6 36161212 M[38]5 [0 1] 4
£ 1 e 2 6 | 4| 463161212 M[38]5 [0 1] 4
2 f 2 6 |46 |66 |16]/12]12|M[38][5[91] 4
5 g 4 6 | 4 |4/6] 6 [36|16]12]12|M[38][5 9|1 4
1 h 4 6 | 4] 4|6 |36|16]12]12|M[38]5 9|1 4
2] ¢ch 24| 6 | 4466 |36]16]12]12[ M [38][5[9 1] 4

LEGENDA: vid’ Tab. 28
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Tab. 31: Variabilita genotypov krajovej populacie 27

= | Enzym [ACP [ADH | IDH MDH PGD [ PGM [PGI
N =2l 2 lz2lelelelelzlelelalalely] =
gl s | B2 ls|slzls|g|z|z|s| 88|
2 | Genotyp
- 2 a 4 6 [4]46]6[6[16[12[12][M[38]5[9[3] 4
o 2 b 24 | 6 |46 |66 16[12[12|M[38][5 |91 4
G 2 c 2 |46 |46 66 [16]12]12|M|38]5[9[1] 4
=2 A 2 |46 [ 4|46 6 |6 [16[12[12[M[38|5 |91 4
= 1 e 204 | 46 | 4|6 |66 16[12[12|M[38][5|9 |1 4
~ 1 f 4 | 46 |4 |46 66 |16[12[12|M[38][5 |9 1] 4
4 g 4 6 |4 46|66 16[12[12|M[38][5 |91 4
2 h 4 6 |46 |6[6[16[12[12][M[38][5][9]|1] 4
1| ch 204 | 46 | 4|6 |66 16[12[12[M[38][5|9 4] 4
2 i 204 | 46 | 4 |46 6 |6 [16[12[12|M[38]5 |9 |1 4
1 j 4 6 |4 46|66 16[12[12|M[38]5|9 4] 4
LEGENDA: vid’ Tab. 28
Spravne rieSenie je uvedené v Tab. 32:
Tab. 32: Frekvencia alel v analyzovanych lokusoch polymorfizmu enzymov
krajovych populacii 21, 22, 23 a 27 kukurice siatej
Aritmeticky
Populicia 21 22 23 27 priemer
Enzymy Alela Frekvencia | Frekvencia | Frekvencia | Frekvencia | Frekvencia
Acpl:?2 0,500 0,500 0,450 0,350 0,450
ACP Acpl : 3 0,100 0,200 0,000 0,000 0,075
Acpl: 4 0,400 0,300 0,550 0,650 0,475
ADH Adhl: 4 1,000 0,625 0,050 0,225 0,475
Adhl:6 0,000 0,375 0,950 0,775 0,525
Idhl: 4 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
IDH Idh2: 4 0,375 0,375 0,325 0,300 0,344
Idh2 : 6 0,625 0,625 0,675 0,700 0,656
Mdhl: 6 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Mdh2 : 3- 3.5 0,000 0,025 0,275 0,000 0,075
Mdh2 : 6 1,000 0,975 0,725 1,000 0,925
MDH [Mdh3: 16 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Mdh4 : 12 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Mdh5 : 12 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Mmm : M 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Paml:9 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGM Pam2:1 0,000 0,000 1,000 0,800 0,450
Pam2 : 3 0,000 0,000 0,000 0,100 0,025
Pgm2 : 4 1,000 1,000 0,000 0,100 0,525
Pagdl : 2 0,900 0,550 0,000 0,000 0,363
PGD Pqdl : 3.8 0,100 0,450 1,000 1,000 0,637
Pgd2 : 5 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGI Pgil: 4 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

LEGENDA: vid’ Tab. 28
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3.4 VYPOCET PRIEMERNEHO POCTU ALEL V LOKUSE

Priemerny pocet alel v lokuse je dany ako podiel celkového poctu alel vo vsetkych

skimanych izoenzymovych lokusoch a celkového poétu lokusov. Ak v prvom analyzovanom

stibore bolo v desiatich lokusoch 22 rdznych alel a v druhom stubore 26 alel, ich priemerné

pocty alel su pre prvy stbor 22 : 10 = 2,2 a pre druhy stbor

26 : 10 = 2,6. Z vysledkov

vyplyva, Ze druha populécia je rozmanitej$ia, roznorodejSia, resp. variabilnejSia.

Priklad: Z hodnét uvedenych v Tab. 28-31 vypoditajte priemerny pocet alel v lokuse

a priemerny polymorfizmus.

Spravne rieSenie je uvedené v Tab. 33-34:

Tab. 33 Hodnotenie priemerného poctu alel v enzymovom lokuse krajovych populacii 21, 22,

23a27
Populacia Celkovy pocet Pocet odliSnych  Priemerny pocet
analyz. lokusov alel alel v lokuse

21 15 19 1,27

22 15 21 1,40

23 15 19 1,27

27 15 20 1,33
Priemer 1,32

Tab. 34 Hodnotenie polymorfizmu 15 enzymovych lokusov krajovych populacii 21, 22, 23

a27
Populicia Celkovy pocet Pocet odliSnych  Priemerny Polymorfizmus
analalyz. lokusov alel polymorfizmus (%)

21 15 19 0,789 78,9

22 15 21 0,714 71,4

23 15 19 0,789 78,9

27 15 20 0,750 75,0
Priemer 0,761 76,1
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3.5 VYPOCET HETEROZYGOTNEHO STAVU POPULACIE

Podla Ayala a Kigera (1980) heterozygotnost’ vyjadruje pravdepodobnost’, Zze dve alely
dolezitétho nahodne vybraného lokusu z populacie sa odliSuju  formou. Urcenie
heterozygotnosti (H) sa tyka iba enzymov s kodominantnym prejavom, a teda nedocefiuje

heterozygotnost’, pretoze niektoré enzymy mozu mat’ iny spdsob dedi¢nosti.
Priklad: Z hodnot uvedenych v Tab. 28 pre krajov populaciu 21 vypocitajte pre kazdy
izoenzymovy lokus heterozygotnost’ (H).

Spravne rieSenie je uvedené v Tab. 35:

Tab. 35 Hodnotenie heterozygotnosti enzymovych lokusov krajovej populécie 21

Enzymovy Pocet heterozygotnych  Celkovy po¢t analyzovanych Heterozygotnost’

Lokus jedincov jedincov populacie (H)
Acpl 10 20 0,50
Adhl 0 20 0,00
Idhl 0 20 0,00
Idh2 3 20 0,15
Mdh1 0 20 0,00
Mdh2 0 20 0,00
Mdh3 0 20 0,00
Mdh4 0 20 0,00
Mdh5 0 20 0,00
Mmm 0 20 0,00
Pgil 0 20 0,00
Pgdl 2 20 0,10
Pgd2 0 20 0,00
Pgm1l 0 20 0,00
Pgm2 0 20 0,00

Priemernd heterozygotnost’ krajovej populacie kukurice siatej H =5 %0.
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V pripadoch, kedy ndhodné krizenie nie je mozné, vypocitava sa predpokladana

(ocakavana) heterozygotnost’ (He).

Priklad: V Tab. 36 st uvedené udaje avypocitané hodnoty pre vybrané lokusy
V analyzovanej populacii soje. Rovnica pre vypocet He je:
H. = 1 — £f,% Napr. vypocet pre Idhl je:

He =1 - (f1% + f,2) = 1 - (0,723% + 0,276°) = 40.

Spravne rieSenie je uvedené v Tab. 36:

Tab. 36 Uréenie predpokladanej heterozygotnosti pre pat’ enzymovych lokusov populacie soje
(Acquaah 1992)

Frekvencia alely

Lokus F (rychla alela) = (f;)) S (pomala alela) = (1) He
ldh1 0,723 0,276 0,401
Idh2 0,533 0,466 0,499
Acod 0,564 0,435 0,493
Pgml 0,253 0,746 0,379
Sod1 0,923 0,076 0,142
Priemer 0,382

Vysvetlivky: Aco4 = lokus aconitazy 4, Sod1 = lokus superoxiddismutazy 1

3.6 VYPOCET PERCENTA POLYMORFNYCH LOKUSOV V POPULACII

Vseobecne sa uvadza, ze lokus, ktory ma najcastejsie vyskytujucu sa alelu s frekvenciou
mensou ako 0,99 sa povazuje za polymorfny. Percentudlne vyjadrenie polymorfnych lokusov
je vel'mi hrubé stanovenie urovne genetickej diverzity, pretoze zahfiia dva zakladné pojmy
diverzity (vzacnost alel a vyvazenost). Aj v tychto vypoctoch ich efektivnost’ je ovplyvnena

velkostou vzorky a poctom druhov enzymov, ktoré vyskumnik zahrnie do vyskumu.

3.7 SEGREGACIA (STIEPENIE) V LOKUSE

Ako priklad moze sluzit’ vysledok kriZzenia repy cukrovej, ktoré viedlo k F, populacii

uvedenej v Tab. 37. Analyzovany bol lokus Idhl na Stiepny pomer (Mendelov Stiepny pomer
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1:2:1), ateda na kodominantny spdsob prejavu dedi¢nosti. Zisteny Stiepny pomer podla
uvedenych vysledkov sa preukazne neodliSoval od predpokladaného pomeru 1:2:1. Dedi¢nost’

alel v lokuse ldh1 je teda kodominantna.

Tab. 37 Analyza segregacie v lokuse Idhl pre repu cukrova

Genotypy KkriZenia

Idhi:a/  Idhl:a/  Idhi:b/
KriZenie Idhl:a Idhl:b  Idhl:b n y 2 P

138D x AP-1 26 56 22 104 0,923 0,630

Idhl:a x Idhl:b = genotyp krizenia
Idhl:a ldh1:b

LEGENDA: n — pocet analyzovanych jedincov (podet pripadov), P — preukaznost’, y > — index
rozptylu

3.8 ANALYZA VAZBY

V mnohych pripadoch je potrebné ur€it’ vizbovy vztah medzi Studovanymi enzymovymi
lokusmi. V literatire su Casto rieSené vizby medzi enzymovymi lokusmi a sledovanymi
kvantitativnymi znakmi. Mapovanie kvantitativnych znakov vyzaduje najdenie génov —
markerov viazanych na tieto znaky. Zaujem vyuzivat izoenzymové markery na mapovanie
lokusov kvantitativnych znakov vedie k detekcii vézby medzi izoenzymovymi lokusmi

a lokusmi kvantitativnych znakov.
3.9 URCENIE GENETICKEJ REKOMBINACIE
Na urcenie genetickej rekombindcie Allard (1956) vytvoril rovnicu, ktora by ul'ahcila

stanovenie rekombinacii prostrednictvom metédy maximalnej pravdepodobnosti. Na urcenie

rekombinacie boli vyvinuté programy pre pocitace a iné analyzy segregacie.
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3.10 URCENIE GENETICKEJ DIVERGENCIE POPULACII
Geneticka vzdialenost’ medzi populdciami sa moze vypocitat’ réznymi spdsobmi.
3.10.1 Rogersova vzdialenost’

Rogersovou vzdialenostou (R) sa meria biologicka vzdialenost medzi oddelenymi
skupinami. R =0 je , ak dve populacie st geneticky identické; R = 1, ak populacie su viazané
na odlisné alely (Rogers 1972). Niekto by mohol pocitat R pre vacsi pocet lokusov aj

prostrednictvom jednoduchych vypoctov aritmetickych priemerov v kazdom lokuse.
3.10.2  Mahalonobisova D? §tatisticka metoda

Pouziva sa na vypocet biologickej vzdialenosti medzi skupinami. Mahalonobis (1936) tato
metédu pouzil v spojitosti s kvantitativnymi morfologickymi znakmi. Principialne D? vypocet

je podobny s vypoctom Rogersovej vzdialenosti, ale s pouzitim udajov frekvencie alel.
3.10.3 Neiova Statistickd metoda

Nei (1972, 1973) vyvinul najéastejSie pouzivanu Statisticki metédu urcenia genetickej
diverzity populacii. Tato Statistika genetickej diverzity umoziuje rozdelenie variacie vo vnutri
aj medzi odliSnymi populaciami. Metdéda umoziuje stanovit’ celkova geneticku diverzitu —
genetickll diverzitu spdsobent variabilitou medzi dvoma a viacerymi populdcidmi —
a priemernu geneticka vzdialenoct’ medzi populdciami. Zakladom urcenia genetickej identity
je pravdepodobnost’, Ze dve alely vyberané pri porovnani populacii su tie isté. Tato
pravdepodobnost’ je funkciou frekvencie alel v pozorovanych populaciach. Ak dve populacie
nemaju spolo¢nt ziadnu alelu ich geneticka identita je 0,0; ak maja tie isté alely s tou istou

frekvenciou, hodnota ich identity je 1,0.
3.10.4 Wrightova Statisticka metoda

Wright (1951) vyvinul statistiku (F) na meranie odchylky od Hardy — Weinbergovho
vypoc¢tu. Hodnota F blizka -1 (podl'a tejto Statistiky) znamena, ze prevladaju heterozygoti,
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zatial’ ¢o hodnota blizka 0 znamena, ze populacia je v Hardy — Weinbergovej rovnovahe.

Zistenie hodnoty F blizkej 1 znamena, ze populacia je viac inbredna.

3.10.5 Iné statistické vypocty

V pociatkoch $tadia polymorfizmu enzymov prace boli tplne kvalitativneho a opisného
zamerania. Poslednych dvadsat’ rokov vyskumu polymorfizmu enzymov vsak poukazuje na
Statisticki analyzu polymorfizmu enzymov pomerne rozsiahlych suborov — populdcii,
respektive celych genofondov hlavne hospodarsky vyznamnych plodin. V zahrani¢nych
vedeckych pracach st pouzité aj iné menej Casté Statistické pristupy vyhodnocovania analyz
polymorfizmu enzymov, €o tiez prispieva k poznanie rozsahu celkovej diverzity zarodo¢ne;j
plazmy jednotlivych plodin. Vsetky tieto Statistické vypocty prispievaju k obohateniu

a uspesnosti Slachtenia.

3.11 STANOVENIE VAZBY MEDZI LOKUSMI

V Tab. 38 su uvedené Stiepne pomery dihybridného krizenia alel nezavislych lokusov

Idhla Pgml.

Tab. 38 Tabul’ka $tiepnych pomerov lokusov Idhl a Pgml dihybridného kriZenia repy

Cukrovej
Idh1: a/ Idhl: a/ Idh1: b/
Idhl: a Idhl: b Idhl: b
Pgml: a
------------ 5 12 6
Pgml: a
Pgml: a
------------ 14 26 11
Pgml: b
Pgml: b
------------ 6 15 4
Pgml: b

X?(Chi?) — (df = 4) = 0,071, P = 0,898, r = 0,468 + 0,049.
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4 NIEKTORE PRIKLADY VYUZITIA POLYMORFIZMU ENZYMOV
V BIOLOGII A V PRAXI

V predoslych kapitolach st uvedené metodologické postupy analyzy polymorfizmu tych
enzymov, ktoré sa najcastejSie analyzuju v stvislosti s danymi hospodarsky vyznamnymi
druhmi rastlin. Metodologické postupy st $tandardizované, urcené a pouzivané v rutinnom
testovani uvedenych plodin. To vSak neznamena, Ze nejestvuju aj prace s viac alebo menej
odliSnymi metodoldgiami analyzujice polymorfizmus aj inych druhov enzymov. Velmi
dolezitia ulohu pri vybere enzymov pre analyzu ich polymorfizmu zohrdva zameranie
vyskumu. Velmi dobrym prikladom su prace rieSiace vplyv stresovych faktorov na
polymorfizmus enzymov, kedy st uprednostiiované enzymy, ktoré maji vplyv na zniZovanie
aktivity reaktivnych oxidaénych skupin alebo radikalov, ktoré s pre zivy organizmus vel'mi
nebezpecné. Je prakticky nemozné sa venovat’ vSetkym publikovanym ndmetom praktického
vyuzitia polymorfizmu enzymov v rovine zédkladného a aplikovaného vyskumu. V tejto Casti
ucebnych textov budu uvedené iba niektoré a najcastejSie priklady vyuZzivania polymorfizmu
enzymov v praxi. To isté plati aj pre kapitoly rieSiace vyhodnocovanie a Statistické vypocty
suvisiace s analyzami polymorfizmu enzymov. Je vSak dolezité uviest’, Ze 1 napriek moznému
matematickému vyhodnocovaniu vysledkov analyz je mnoho publikovanych prac zameranych

iba na porovnanie ziskanych izozymogramov Studovanych variantov.

4.1 VYUZITIE ANALYZ POLYMORFIZMU ENZYMOV AKO
GENETICKYCH MARKEROV

Analyzou uplynulych pétdesiatich rokov vyskumu polymorfizmu enzymov jednoznacne
vyplyva, ze jeho Studium sa dotykalo vSetkych skupin zivych systémov, schopnych ich
syntézy. V prvych dvoch az troch desatroiach v biologickom vyskume dolezita wtlohu
zohravali prace zamerané na Studium vyskytu izoforiem aZz na subbunkovej urovni.
Samozrejme intenzivne na trovni morfolédgie rastlin (histologia a organoldgia) bol Studovany
vyskyt izoenzymov v jednotlivych pletivach a organoch. Pre praktické ciele bolo dolezité
poznat’ interoganovi ana urovni organizmu a populdcie rastlinnych organizmov
vnutrodruhovi  a medzidruhovi variabilitu. Toto obdobie bolo zaujimavé aj z hladiska
molekularno—genetického vyskumu. Mnohé vedecké a vyskumné timy riesili sposob dedenia,
a teda expresie polymorfizmu enzymov jednotlivych rastlinndch druhov. Vyskum sa zameral

aj na poznanie polymorfnych lokusov a ich miesta na chromozémovych mapach kl'a¢ovych
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plodin. Molekuldrno-biochemicky vyskum riesil spolu s genetickym vyskumom molekulovu
Struktiru izoforiem (kvartérna Struktira apoenzymovej Casti enzymu) jednotlivych druhov
enzymov, bez Coho by nemohla existovat’ genetickd interpretacia polymorfizmu. Boli
Studované a popisané aj intra- a interlokusové interakcie, ktoré sa uplatnovali pri syntéze
izoforiem. Tato peridda vo vyskume polymorfizmu enzymov je charakteristickd poznavanim
rozsahu jeho variability na urovni globalnej zarodocnej plazmy konkrétnych rastlinnych
druhov.

Na zéklade poznania dostatocného mnozstva informéacii o polymorfizme enzymov mohlo
dojst’  k stadiu  vnatrodruhovych a medzidruhovych pribuzenskych vztahov ak jeho
bezprostrednému vyuZzivaniu VO vyrobnej praxi.

Vsetky tieto poznatky 0 polymorfizme enzymov smerovali k ich praktickému vyuZzivaniu.
Prva praca, ktord uvddza moznost’ praktického vyuzitia polymorfizmu enzymov v $lachteni
bola publikovand pomerne skoro. Schwartz (1960) poukazuje na moznost vyuzitia
polymorfizmu enzymov v $lachteni kukurice a navrhuje rieSenie kontroly krizenia kukurice
vyuZitim izoenzymov ako markerov genotypove;j identity.

| ked enzymova multiplicita bola pozorovand a popisana déavnejSie, jej biologicka
interpretacia a prakticka aplikacia nasledovali podstatne neskor. Na zéklade vysledkov
vedeckych prac z 2. polovice 60-tych a 70-tych rokov mohli vzniknut kompletné
metodologické postupy umozitujuce separaciu izoenzymov dostatoéného suboru enzymov pre

aplikaciu vysledkov analyz az na Groven vyroby najvyznamnejSich hospodarskych druhov.

4.1.1 Izoenzymy ako genetické markery — genetika, ekonomika, praktickost,

efektivnost’ a nevyhody

Vyznam vyuzivania izoenzymov ako genetickych markerov spociva v prednostiach oproti
tradicnym spdsobom adekvatneho vyskumu. Z pohl'adu genetického je velmi dodlezité, ze
prevazna viacsina génov, ktoré st zodpovedné za ich prejav, ma kodominantnu expresiu.
Vyhodou kodominantného prejavu génu je moznost’ vyskumnikom detekovat’ heterozygotné
genotypy, pretoze pri kodominantnej expresii génov nedochadza k maskovaniu prejavu
Ziadnej alely (prejavi sa otcovska i materska alela rovnocenne). Tradi¢ny sposob identifikacie
heterozygota spociva vV hodnoteni fenotypovych znakov dedenych z homozygotnych rodicov.
Takéto hodnotenie nie je vzdy jednoduché a hlavne jednoznacné, pretoze hodnotené znaky su
vacsinou pod vplyvom dominantnej alebo recesivnej expresii. Doélezitou vlastnostou je

expresivita génov zodpovednych za syntézu izoenzymov. Ak pouzivany znak ma byt
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efektivne pouzivany ako geneticky marker musi mat vysoku dedivost’. Mnohé znaky
pouzivané pri hodnoteni identity genotypu, ako si mnohé kvantitativne a kvalitativne
morfologické znaky, tuto podmienku &asto nespinaju. Ich vyuzitie je ¢asto zdihavé a vyzaduje
znacnu pozornost’ hodnotitel'a. Molekuldrne markery (v tomto pripade izoenzymy) st uplne
dedivé, a to umoznuje predist’ chybam pri identifikécii hodnoteného genotypu.

Ekonomicky pohl'ad na vyuZzivanie izoenzymov a morfologickych znakov ako markerov
zéavisi od viacerych faktorov. Pri vzuzivani izoenzymov je potrebné biologické laboratérium,
ktoré bezne ma vacsinu vybavenia, ktoré je potrebné pre ich analyzu, okrem stabilizatorov
elektrického pradu, elektroforetickych jednotiek a potrebnych chemikalii. Na uskuto¢nenie
a vyhodnotenie analyz st potrebni aspon dvaja kvalifikovani vyskumni pracovnici.

Spolahlivest’ markerov je tiez vel'mi dolezita. Pri vyuzivani izoenzymov ako markerov je
vel'mi vyznamna rozliSovacia schopnost’ izoforiem na izozymograme. Podstata spol’ahlivosti
interpretacie izozymogramu spoCiva na kvalite separdcie izoforiem na nosi¢i. Kvalitne
uskutocnend analyza umoznuje rozlisit’ izoformy, ktoré sa liSia od seba odlisnostou pohybu
na separacnom médiu iba jeden milimeter. Analyzy polymorfizmu enzymov predchadzaju
mnohym vplyvom prostredia, ktoré casto spdsobuju chyby v identifikacii a klasifikacii
pouzitim klasickych morfologickych markerov.

Praktickost’ izoenzymov ako markerov spoc¢iva na univerzalnosti, flexibilite a ochrane
autorskych prav SPachtitel’a. Univerzalnost’ alebo pruznost’ analyz spociva na pouZiti temer
vSetkych odobratych pletiv. NajcastejSie sa odoberaju k analyzam konvencne pouZzivané
pletiva (list, koren, semeno, kalus atd’.). Flexibilita alebo pruznost’ analyz spociva v praci
V laboratoriu, ateda nezavislosti od ro¢né¢ho obdobia — sezony. Konvenéne pouzivané
morfologické markery vyzaduju pole alebo sklenik, pestovanie az do urcitej fdzy ontogenézy,
Casto cell vegetacni dobu a manuélnu pracu (priprava pody, hnojenie, sejba alebo vysadba,
oSetrovanie porastu a zber). Vysledky analyz polymorfizmu enzymov su casto zname
v priebehu tyzdia. SPachtenim $lachtitel vnasa do novej odrody nové markery, ktoré
umoznuju jej identifikaciu. Izoenzymy st tiez spdsobom na skvalitnenie garancie a potvrdenie
odrodovej odliSnosti od inych odrdd. Preto sa vyuZzivaji okrem Standardnych markerov aj
izoenzymy pri ich pravnej ochrane, ateda aj pri ochrane autorskych prav. DetailnejSie
informacie st uvedené v pracach Juracek a Mudry (1994) a Mudry a Juracek (1998Db).

Efektivnost’ spociva vtom, Ze odoberanie vzorky cCasto nepoSkodzuje celu rastlinu
pretoze odobrana vzorka na analyzu je mala (do 200 — 300 mg). Rastliny, z ktorych boli
odoberané vzorky sa d’alej mozu pestovat’ a vyuzit na iné vyskumné ciele. Vyznamnym

kritériom efektivnosti metddy je aj Cas, priestor, manudlna a personalna naro¢nost’ ziskania
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pozadovanych vysledkov. Uz zhora uvedeného vyplyva, ze rychly apresny vyber
pozadovaného genotypu z populacie Setri Casto roky Sl'achtitel'ského usilia a vedie ku
skvalitneniu semenarskej prace. Smith a Wych (1986) svojou experimentalnou pracou
potvrdili, ze metdda elektroforézy izoenzymov bola pri stanovovani samoopelenia Sest’krat
presnejsia ako uréovanie samoopelenia vegetanou metodou v §tadiu 6. - 7. vyvinutého listu a
v Case kvitnutia metlin a dvakrat presnejSia, ako v Case dospelosti. Ako podstatne presnejSiu
na stanovenie miery biologického znecistenia kultivaru kukurice potvrdili metédu analyzy
izoenzymovych spektier oproti vegeta¢nej metode tiez Orman et al. (1991).

Nevyhodou pouzitia analyz polymorfizmu enzymov moze byt limitovany pocet
biochemickych markerov. ESte aj vsucasnosti je nedostatok Standardizovanych
metodologickych postupov analyzy polymorfizmu enzymov, ktoré by boli vyuziteIné
a zavdzné pri testovani genotypov pre zahranicné laboratoriad. Pre mnohé druhy rastlin by bolo
ziaduce rozsirit’ analyzy o analyzy polymorfizmu véc¢sieho poc¢tu druhov enzymov. Niektori
vedci riesia tento nedostatok spojenim analyz polymorfizmu enzymov s inymi molekularnymi
technikami umoziujucimi §tddium polymorfizmu na Grovni porovnavania analogickych
segmentov DNA. Tieto techniky maju vacSiu Sancu na detekciu polymorfnych lokusov
V populacii organizmov. Ur¢itou nevyhodou je aj skutocnost, Ze niektoré chemikalie
pouzivané pri analyzach polymorfizmu enzymov su zdravie ohrozujtice pri ich neodbornom
pouzivani. Je preto nevyhnutné dodrziavat’ vsetky bezpe¢nostné predpisy tykajiuce sa prace

S chemikaliami.

4.2 NIEKTORE PRIKLADY VYUZITIA IZOENZYMOV VO VYSKUME
RASTLIN

Poskytnit’ zoznam vsSetkych nametov, ktoré sa realizovali vo vyskume polymorfizmu
enzymov pocas histérie je prakticky nemozné. Vyskum bol vzdy spojeny s ndpaditostou
a invencnost'ou vyskumnikov. VSetky vyskumné prace vSak stavaji hlavne na porovnavani
vzoriek odlisnych genotypov s cielom najst podobnosti a odlisnosti v polymorfizme
analyzovanych enzymov. Acquaah (1992) uvadza nasmerovanie vyskumu polymorfizmu

enzymov v tomto duchu do troch oblasti vyskumu:

1. Prace zamerané na progresivne zmeny v genetickej Strukture alebo trovniach

prejavu génov.
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2. Prace Studujuce divergenciu analyzovanych subjektov na zaklade ich
podobnosti a odlisnosti vyuzitim analyzy zhlukov.

3. Préce Studujuce import a export génov z jedného zdroja do druhého.

Systémy izoenzymov, ktoré su vel'mi dobre definované mozno vyuzit’ v réznych smeroch,
ako su:

1. Vyskum mechanizmov vyvojovych procesov charakterizovanych odli§nostami
prejavov génov.

2. Vyskum zahfajici indukované odpovede vyvolané¢ posobenim odlisnych
biotickych a abiotickych faktorov prostredia.

3. Systematicky vyskum.

4. Vyskum polymorfizmu enzymov zamerany na kontrolu kvality prace
a odhal’'ovanie trestnej ¢innosti.

5. Stadie §truktary a dynamiky populdcii.

6. Nasledujice prenosy génov.

V sucasnosti mozno vyskumné prace tykajiice sa polymorfizmu enzymov za celu historiu
ich vyskumu zaradit’ hlavne do nasledovnych oblasti, o vysledkoch ktorych pojednavaju celé

monografie. Su to nasledovné oblasti:

izoenzymy v evolucii rastlin,

izoenzymy v populacnej genetike,

- izoenzymy a Systematika organizmov,

- 1zoenzymy Vv pletivovych kultrach,

- izoenzymy vo vyrobe osiv,

- izoenzymy markery lokusov kvantitativnych znakov,

- izoenzymy vo vztahu k fytopatogénom.

4.2.1 Izoenzymy v populacnej genetike

Medzi kl'ucové prace, ktoré nasledovali v 80-tych rokoch, patria tie, ktoré na
velkych suboroch genetickych zdrojov rieSili polymorfizmus enzymov a vzajomné
pribuzenské vztahy medzi ekotypmi. Stidium pribuzenskych vztahov na tirovni populacie
konkrétneho druhu  pozostava  zuskutocnenych analyz, nasledného  vyhodnotenia

izozymogramov, podania genetickej interpretacie analyzovanych lokusov a samotného
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Obr. 28 Zhlukovanie arelativna geneticka vzdialenost’ na baze polymorfizmu enzymov krajovych

populacii
(2007)

kukurice (Pezinok, Moravské Lieskové, Kazimir, Mala Tifia, Breznice) — Mudry a Kraic

53



grafického vyjadrenia pribuzenskych vztahov. V tomto smere najcastejSie rieSenou plodinou
bola kukurica siata, pretoze bola z pohl'adu polymorfizmu enzymov najlepsie prestudovana
avo vedeckej literatire opisana kvartérna Struktira izoenzymov, pritomnost izoforiem
v pletivach jej organov, genetickd interpretacia polymorfizmu, ktord zahffia poznanie
polymorfnych lokusov s rozsahom ich diverzity (pritomnost’ moznych alel), umiestnenie alel
na chromozomoch, poznanie inter- a intragénovych interakcii a artefaktovych skvin (pasov).
Pri vyhodnocovani pribuzenskych vztahov sa pouziva analyza zhlukov ana grafické
vyjadrenie pribuzenskych vztahov sa vyuzivaji dendrogramy. Analyza pribuzenskych
vzt'ahov krajovych populacii ¢eskej a slovenskej proveniencie je publikovana v praci Mudry
a Kraic (2007). Priklad dendrogramu je na Obr. 28.

4.2.2 Izoenzymy v genetike a v §l'achteni

Najintenzivnejsie sa prakticky vyuziva polymorfizmus enzymov v genetike a v §l'achteni.
Moznost' arozsah jeho vyuzitia s do velkej miery zavislé od rozsahu arozmiestnenia
diverzity enzymov v analyzovanych vzorkdch. Sem mozno zahrnit vyskumy suvisiace
S mapovanim parov génov prostrednictvom izoenzymov, pricom ide o hl'adanie vizby medzi
aspont dvomi parmi lokusov na tom istom tiseku chromozomu (jeden lokus je enzymovy).Z
pohl'adu Slachtenia je vel'mi ddlezité n4jst’ silni vdzbu izoenzymovych lokusov (markery)
s konkrétnymi sledovanymi znakmi $l'achtenim.

Poznanie rozsahu diverzity zarodo¢nej plazmy konkrétneho druhu pre polymorfizmus
enzymov naslo uplatnenie nielen pri mapovani génov sledovanych znakov a ich sily védzby ale
aj v kontrole ploidie, zpéatného krizenia a hodnotenia identity F; hybridov. V slachteni
a v semenarskom priemysle sa najcastejSie polymorfizmus enzymov vyuZiva pri hodnoteni
identity konkrétnej odrody — linia, hybrid a populécia. Urcenie a potvrdenie identity odrody
ma vyznam pri hodnoteni kvality §l'achtenia a semendrskej prace. Je potvrdenim udrziavania
si odrodovych vlastnosti. Tieto analyzy st dolezité a vyuzivané aj v pripade potvrdenia alebo
vyvratenia trestnej Cinnosti v suvislosti s kradeZami osiv, poSkodzovanim autorskych
a licen¢nych prav ale aj S nasilnou trestnou ¢innost'ou, kde rastlinny material je dokazovym
materidlom. Hodnotenie identity neznamej biologickej vzorky na baze analyzy polymorfizmu
enzymov je zaloZzeny na porovnani ziskanych izozymogramov so zymogramami
deklarovaného genotypu uvedenych v katalogu izozymogramov urcenych pre testovacie ucely
alebo porovnanim s izozymogramami originalnej vzorky deklarovaného genotypu.

Hodnotenie identity a odrodovej Ccistoty osiva komponentov a finalu (F; na turovni
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dvojliniového hybrida Sc) je mozné na zaklade zistenia nejednotnosti alelickej konstitucie
materského a otcovského komponenta, ¢o sa na zymograme prejavi poctom, poradim
a nieckedy aj intenzitou sfarbenia skvin (pasov aktivity izoenzymov). Pouzitim jednoduchého
modelu podla Arusa (1983), v ktorom O znamena otcovsky liniovy material, M matersky
komponent, F; hybrid (Sc) a dostato¢ne velké vzorky zfn oboch rodi¢ovskych komponentov
nesu odlisnu alelu v lokuse A (Al alebo A2), potom plati:
O (AlAl) x M (A2A2) =F; (A1A2).

Hybrid bude mat’ vzdy fenotyp (izozymogram) A1A2. Analyzované zrna vo vzorke s inym
fenotypovym prejavom budu biologickymi necistotami. Pri riz§ireni schémy o d’alSie mozné
alely v lokuse A mozno demonstrovat’ mozné nedostatky v §lachtitel'skej a osivarskej praci,
ato na testovanej vzorke z osiva finalu znameho hybrida. Podl'a katalogu izozymogramov

oc¢akavame fenotyp findlu A1A2 podl'a schémy:

O X M = F
AlAl A2A2 AlA2
(staly fenotyp) (staly fenotyp) (staly fenotyp).

Analyzovana vzorka vSak moZe mat iny fenotyp, o znamend, Ze ide o konkrétny

nedostatok v osivarskej praci. Napriklad vel'mi zjednodusene, ak je fenotyp Fi:

Al1Al - otcovsky komponent - pozbierané Sulky otcovského komponenta,

A2A2 - matersky komponent - samoopelenie materského komponenta,

AlA2 - F; final — dvojliniovy hybrid - spravny a oakavany fenotyp,

AlA3 - zamena materského komponenta - vysiatie iného materského komponenta,

A4A2 - neziaduce opelenie (cudzie opelenie) - nedodrzanie izolacnej vzdialenosti

alebo zamena otcovského komponenta este pred sejbou,
A4A3 - uplne novy genotyp (ziadny z rodi¢ovskych komponentov) - oba

komponenty zamenen¢ pred sejbou (Mudry a Juracek 1994).

4.2.3 Izoenzymy v ekofyziologickom vyskume

Pomerne vel'mi velky stubor prac predstavuju tie, ktoré rieSia vztah zivého systému
k faktorom prostredia prostrednictvom polymorfizmu enzymov. Vzhl'adom na skuto¢nost, ze
syntéza ,,pravych izoenzymov* je geneticky podmienend a ich variabilita je aj vysledkom
pdsobenia faktorov prostredia, rieSenie polymorfizmu smerovalo a aj pretrvava vo vztahu k

poznaniu vyznamu jednotlivych izoforiem pri ich posobeni. Zivé systémy neustale bojuju
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s entropiou, aby si zachovali integritu a optimalnu genetickt, biochemick, fyziologicku a
psychosocialnu aktivitu. Faktory, ktoré vplyvaji na zivé organizmy mozno rozdelit na
zéklade roznych kritérii. V ramci rastlinnej riSe sa najcastejSie podl'a povahy rozdel'uji na
biotické a abiotické, podl'a miesta pdsobenia vonkajSie a vnutorné. Vyznamné je Studium
polymorfizmu enzymov aich uloha v stratégii prekonavania stresovych faktorov. Bolo
aneustdle je publikovanych mnozstvo vedeckych préac, ktoré rieSia vztah polymorfizmu
enzymov k faktorom, ako je posobenie vysokej a nizkej teploty, nizkej a vysokej intenzity
slneéného Ziarenia, dizky fotoperiody, radioaktivneho Ziarenia, nedostatoku a nadbytku vody,
nedostatku kyslika v pode, k zasoleniu pddy, k obsahu jednotlivych tazkych kovov v Zivnom
substrate aVvoblasti  biotickych  faktorov — existuje mnozstvo prac  Studujucich
a dokumentujicich vztah polymorfizmu enzymov hostitel'skej rastliny ku konkrétnemu
fytopatogénu. Prace sa snazia vysvetlit strategicki ulohu izoenzymov v prekonavani
poOsobenia nepriaznivych faktorov prostredia. Pristup rieSenia problematiky je vo vac¢Sine prac
realizovany uskuto¢nenim analyz polymorfizmu enzymov na experimentalnych a kontrolnych
vzorkach, priCom sa porovnavaji izozymogramy aur¢i sa pritomnost alebo absencia
konkrétnych izoforiem. Prace su zvycajne spojené so Stadiom vplyvu stres faktora na
kvantitativne a kvalitativne parametre = morfologickych, produkénych, fyziologickych
a biochemickych znakov. Ako priklad mozno uviest’ pdsobenie vplyvu koncentracii i6nov
kadmia na rast avyvin kli¢iacich semien kukurice v Hoaglandovom zivhom médiu
a polymorfizmus vybranej skupiny enzymov (Obr. 29, Tab. 39). Vtomto experimente
morfologické avyvinové zmeny neboli spojené sO zmenou kvalitativneho zastipenia

izoforiem.

0 (umoldm<3) C&* | 16 (umoldm<3) C& | 60 (umoldm<) C | 240 (umoldm<) Ca* | 960 (umol.dm3) Ce

Obr. 29 Demonstrovanie vplyvu koncentracii i6nov kadmia v iplnom Hoaglandovom

roztoku na rast a vyvin kli¢iacich rastlin kukurice kultivovanych $trnast’ dni

V termostate za konStantnych podmienok (Mudry a Obert 2011)
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Tab. 39 Polymorfizmus ACP, ADH, IDH, MDH, PGD, PGl aPGM genotypov a organov

kukurice (Zea mays L.) pestovanych za odlisnych koncentracii kadmia

Genotyp Dni klicenia Pocet Enzymy
Koncentr. analyz. Lokusy a alely
Organ iénov Cd vzor. ACP ADH IDH  MDH PGD PGI PGM
(umol.dm) Acpl Adhl Idhl 2 Mdh12 3 4 5 Mmm Pgdl 2 Pgil Pgml 2

3098 (9) 5 dni
koleoptila 0 1 2 4 4 6 6 3161212 M 38 5 4 94
koleoptila 15 1 2 4 4 6 6 3 161212 M 38 5 4 94
koleoptila 60 1 2 4 4 6 6 3 161212 M 38 5 4 94
koleoptila 240 1 2 4 4 6 6 3 161212 M 38 5 4 94
koleoptila 960 1 2 4 4 6 6 3 161212 M 38 5 4 94
3150 (&) 5 dni
koleoptila 0 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 914
koleoptila 15 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
koleoptila 60 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
koleoptila 240 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
koleoptila 960 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
Sc 3098 5 dni

x 3150
koleoptila 0 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 238 5 4 914
koleoptila 15 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 238 5 4 914
koleoptila 60 1 2/4 4 446 6 3 161212 M 2/38 5 4 94
koleoptila 240 1 2/4 4 446 6 3 161212 M 2/38 5 4 94
koleoptila 960 1 2/4 4 446 6 3 161212 M 2/38 5 4 94
3098 (9) 14 dni
leaf lamina 0 1 2 4 4 6 6 3161212 M 38 5 4 94
leaf lamina 15 1 2 4 4 6 6 3161212 M 38 5 4 94
leaf lamina 60 1 2 4 4 6 6 3161212 M 38 5 4 94
leaf lamina 240 1 2 4 4 6 6 3 161212 M 38 5 4 94
3150 (&) 14 dni
list. Cepel’ 0 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 914
list. Cepel’ 15 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 914
list. Cepel’ 60 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
list. Cepel’ 240 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
Sc 3098 14 dni

x 3150
list. Cepel 0 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2/38 5 4 94
list. Cepel 15 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2/38 5 4 94
list. Cepel 60 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2/38 5 4 94
list. Cepel 240 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2/38 5 4 94
3098 () 14 dni
koreni. syst. 0 1 2 4 46 6 3 161212 M 38 5 4 94
korefi. syst. 15 1 2 4 46 6 3 161212 M 38 5 4 914
koren. syst. 60 1 2 4 46 6 3 161212 M 38 5 4 94
korefi. syst. 240 1 2 4 46 6 3 161212 M 38 5 4 94
3150 (3) 14 dni
koren. syst. 0 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
koren. syst. 15 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 914
koreni. syst. 60 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
koref. syst. 240 1 4 4 4 4 6 3 161212 M 2 5 4 94
Sc 3098 14 dni

x 3150
koreni. syst. 0 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2385 4 94
korefi. syst. 15 1 2/4 4 4 4/6 6 31612122 M 2385 4 94
korefi. syst. 60 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2385 4 94
koreni. syst. 240 1 2/4 4 4 4/6 6 3161212 M 2385 4 94
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V pracach tohto zamerania prevlada vyskum polymorfizmu enzymov s detoxikacnou
a antioxidacnou aktivitou, ktoré maju schopnost’ eliminovat’ biologicky Skodlivé radikaly
intenzivnejSie vznikajuce v organizme za posobenia nepriaznivého faktora. Vyznamné je aj
Stadium evokovanych enzymov, ktorych syntéza je nasStartovana az pdsobenim konkrétneho
faktora v prostredi. NajcastejSiec sa sustred’'uje pozornost na vyskum polymorfizmu
peroxidazy (PRX), superoxiddismutazy (SOD), esterazy (EST), katalazy (CAT),
glutamatoxaloacetattransaminazy (GOT), diaforazy (DIA), B-glukozidazy (GLU), ADH
(alkoholdehydrogenazy) a 1.

4.2.4 Izoenzymy v biotechnologickom vyskume

Stadium polymorfizmu enzymov zasahuje temer do vietkych biologickych disciplin.
| ked polymorfizmus enzymov nespada bezprostredne do predmetu biotechnologie,
z vedeckej literatary je evidentné, Ze jeho poznanie viedlo avedie kjeho vyuzitiu aj
Vv biotechnoldgii. Experimentdlny pristup k vyuzitiu vysledkov analyz polymorfizmu
Vv biotechnoldgii je vécSinou zaloZzeny na poznani rozsahu diverzity zarodo¢nej plazmy
jednotlivych druhov organizmov od baktérii aZ po vysSie organizmy vyuzitelné v roznych
biotechnologickych nasmerovaniach prostrednictvom mapovania ich polymorfnych lokusov,
urovania sily ich vdzby na lokusy zodpovedné za prejav vynimo¢nych morfologickych,
produkénych, fyziologickych, genetickych a biochemickych znakov. Tieto poznatky moZno
nasledne vyuzit vroéznych biotechnologickych odvetviach, v oblasti tvorby novych
organizmov prostrednictvom explantatovych kultir az po techniky génovych manipulécii.
Ako priklad vyuzitia polymorfizmu enzymov mozno uviest’ jeho vyuZitie pri ur€ovani identity
dihaploidnych jedincov vypestovanych z pelnicovych kultar. Pri expresii heterozygotného,
diploidného a polymorfného enzymového lokusu v prevaznej vacsine plati kodominancia. Pri
analyze sa prejavi $kvrna na zymograme zdedena z jedného rodi¢ovského komponenta, ale aj
Skvrna zdedend z druhého rodiCovského komponenta. Responzivny genotyp kukurice s
heterozygotnym lokusom bude tvorit’ v pel'niciach gaméty s jednou alelou, pretoze gaméta ma
haploidnu konstiticiu. Z toho vyplyva, Ze pletiva, organy i celé individud dihaploidné budiu
pri analyzach mat len jednu Skvrnu, a to po jednom alebo druhom rodi¢ovskom komponente
krizenim ktorych vznikol hybridny responzivny genotyp. V Tab. 40 su uvedené vysledky
dvoch responzyvnych genotypov kukurice, ato st A 18 a A19. Na zéklade heterozygotnej
konstitucie v dvoch lokusoch (Idhl a Mdh2) ide o hybridy. Biologicky material ziskany z ich

dihaploidov, v tychto lokusoch musi byt haploidny, a teda v lokuse obsahovat’ jednu alebo
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Tab. 40 Izozymogramy dvoch genotypov kukurice (A 18 a A 19) a orgédnov dihaploidnych rastlin regenerovanych z pel’nicovych kultiar
(Uva&kova ef al. 2008)

Genotyp Analyzované lokusy

Orgfin Polet vzoriek Acpl _Adhl Cat3 Dial Dia2 Glul Gotl Got2 Got3 Idhl 1dh2 Mdhl Mdh2 Mdh3 Mdhd4 Mdh5 Pgdl Pgd2 Pgil
Al8

Koleoptila 1 2 4 12 8 4 6.7 4 4 4 w6 6 Mo 16 12 12 2 5 4
Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 % 6 6 Mo 16 12 12 2 s 4
Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 4% 6 6 M6 16 12 12 2 5 4
Koleoptila 1 2 4 2 8 4 67 4 a 4 w6 6 Mo 16 12 12 2 5 4
Al8

Kalus 1 2 4 12 8 a 67 4 4 4 - 6 6 3 16 12 12 2 s 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - 6 6 3 16 12 12 2 5 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - 6 6 3 16 12 12 2 5 4
Kalus 1 2 4 2 8 4 67 4 4 4 - 6 6 s 16 12 12 2 5 4
Kalus 1 2 4 128 4 67 4 4 4 - 6 6 3 16 12 12 2 s 4
Al8

List. &eperl 1 2 4 + 8 a 6 7° - 4 e - - 6 6 16 12 12 + + 4
List. &epel’ 1 2 4 + 8 4 6 7° - 4 4° - - 6 '3 16 12 12 + + 4
A 18 koreri 1 2 4 4+ 8 4 & 7° - - - - 6 6 16 12 12 + + 4
Al9

Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 a amw 6 6 M 16 12 12 38 S 4
Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 an 6 6 30 16 12 12 a8 5 4
Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 % 6 6 e 16 12 12 iR s 4
Koleoptila 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 an 6 6 Mo 16 12 12 a8 S 4
Al9

Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - - 6 6 16 12 12 g S 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - - 6 6 16 12 12 2 s 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - - 6 k] 16 2 12 2 5 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - - 6 6 16 2 12 38§ 4
Kalus 1 2 4 12 8 4 67 4 4 4 - - 6 3 16 12 12 5 4
A1l9

List. &epel i 2 4 + 8 4 6v-71v  — 4 av - - 6 6 16 12 12 + + 4
List. &epel’ I 2 4 + 8 4 6°-7°  — 4 4 - - 6 6 16 12 12 + + 4
A 19 koreit 1 2 4 + 8 4 6°-7v  — - - — — 6 6 16 [ 2 + + 4
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druhu alelu. Lokus Idhl v dihaploidoch mal slabu expresiu, atak Skvrny boli tazko
identifikovatel'né, ale v lokuse Mdh2 bola potvrdena haploidna konstitucia.

V tychto skriptach su uvedené iba niektoré zékladné analytické, vypoctové a aplikacné
pristupy vyuzitia polymorfizmu enzymov v zékladnom a alikovanom vyskume. Pri rieSeni
polymorfizmu enzymov vo vztahu k neuvadzanym rastlinnym druhom a inym vyskumnym
cielom je potrebné siahnut’ po monografiach uvadzanych v kapitole 5. Zoznam pouzitej
literatary, alebo po aktudlnych vedeckych clankoch publikovanych vo vedeckych

a odbornych ¢asopisoch.
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